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RESUMEN

La obesidad resulta de una ruptura del equilibrio energético del organismo, conocido
como balance energético, es decir el consumo de calorias supera a las calorias
gastadas. Dicho equilibrio energético es regulado por el cerebro, a través de una
participacion critica del hipotalamo, en el cual se detecta el nivel de energia del
organismo interpretando sefiales hormonales y nutrientes a través del sistema de las
melanocortinas, induciendo respuestas de apetito o anorexia. Este sistema puede
ser alterado por un consumo excesivo de grasas saturadas, las cuales llevan a una
activacion de células microgliales del hipotalamo, provocando una inflamacion y
consecuente desarrollo de obesidad. Por otro lado, el kaempferol, un compuesto de
tipo flavonoide presente en una gran cantidad de alimentos vegetales, ha mostrado
capacidad de regular el metabolismo energético y propiedades antiinflamatorias. En
este sentido, el objetivo de este trabajo de tesis fue estudiar el efecto del tratamiento
cronico con kaempferol sobre el balance energético y estado inflamatorio
hipotalamico en ratones obesos. Usando técnicas farmacolégicas vy
comportamentales determinamos si el tratamiento intraperitoneal cronico con
kaempferol modula el consumo de alimento, cambio de peso corporal y la eficiencia
alimentaria en ratones obesos alimentados con una dieta hiperlipidica. Mejoras en la
tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la insulina fueron también evaluadas en
dichos animales. Ademas, se analizo el estado inflamatorio del hipotalamo, midiendo
la densidad y el nivel de activacion de la microglia, después del tratamiento con
kaempferol. Finalmente, se verifico si la administracion intracerebroventricular aguda
de kaempferol es capaz de modular el balance energético. Los resultados mostraron
gue el tratamiento crénico con kaempferol reduce el peso corporal, disminuyendo la
eficiencia alimentaria y mejora el metabolismo de la glucosa. Estos beneficios fueron
acompafados por una disminucién de los niveles de activacién de la microglia en el
nacleo arqueado del hipotalamo. De manera interesante, los efectos ejercidos por
kaempferol sobre el balance energético fueron reproducidos cuando este fue
administrado centralmente. Este trabajo muestra que el kaempferol promueve una
pérdida de peso corporal a través de la regulacion del balance energético, por
disminucion de la eficiencia alimentaria. Promueve también una reduccién del estado
inflamatorio del hipotalamo, una condicion responsable del estado de obesidad. La
demostracion de que la administracion central regula el balance energético sugiere
que los beneficios metabdlicos observados pueden deberse en parte a la accion
antiinflamatoria del kaempferol ejercida sobre el hipotalamo. Globalmente, este
trabajo valida al kaempferol como una alternativa terapéutica para el combate de la
obesidad y enfermedades asociadas, enfocandose en sus efectos sobre el
hipotalamo.

palabras clave: obesidad, balance energético, inflamacién hipotalamica, nucleo
arqueado, flavonoides, kaempferol



ABSTRAC

Obesity is a major public health problem worldwide since it is closely related to other
medical conditions such as type 2 diabetes. Obesity results from a disruption in the
energy balance in the organism, that is, caloric intake exceeds the calories
expended. Energy balance is regulated by the brain, the arcuate nucleus of the
hypothalamus playing a critical role. The organism's energy level is detected by
interpreting hormonal and nutrient signals through the melanocortin system, inducing
appetite or anorexia responses. This system can be altered by excessive
consumption of saturated fats, which leads to an activation of microglial cells of the
hypothalamus, causing inflammation and consequent development of obesity.

On the other hand, kaempferol, a flavonoid type compound present in a large number
of plant-based foods, has shown the ability to regulate energy metabolism and anti-
inflammatory properties. Consequently, the objective of this thesis was to study the
effect of chronic kaempferol treatment on the energy balance and hypothalamic
inflammatory status in obese mice. Using pharmacological and behavioral
approaches, we determined if chronic intraperitoneal treatment with kaempferol
modulates food intake, body weight change, and feed efficiency in obese mice fed a
high fat diet. Effects on glucose tolerance and insulin sensitivity were also evaluated
in these animals. In addition, the inflammatory state of the arcuate nucleus was
analyzed by measuring the density and activation levels of the microglia, after chronic
treatment with kaempferol. Finally, it was verified if the acute intracerebroventricular
administration of kaempferol was able to modulate the energy balance. The results
showed that chronic treatment with kaempferol improves glucose metabolism, and
reduces body weight by decreasing feed efficiency. These benefits were
accompanied by a significant decrease in the levels of activation of the microglia in
the hypothalamic arcuate nucleus. Interestingly, the effects exerted by kaempferol on
the energy balance were reproduced when it was centrally administered.

The data generated in this work show that kaempferol promotes a loss of body
weight through the regulation of energy balance, due to a decrease in feed efficiency.
It also promotes a reduction in the inflammatory state of the hypothalamus, a
condition responsible for the state of obesity. The fact that its central administration
regulates the energy balance suggests that the observed metabolic benefits may be
due to the anti-inflammatory action of kaempferol exerted on the hypothalamus.
Globally, this work validates kaempferol as a potential therapeutic alternative to
combat obesity and obesity-associated diseases, focusing its effects at the
hypothalamic level.
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Efecto del tratamiento cronico con KF sobre el BE en ratones obesos.

Efecto del tratamiento crénico con KF sobre la tolerancia a la glucosa y
sensibilidad a la insulina.

Efecto de la administracion cronica con KF sobre el estado inflamatorio
del hipotalamo.

Efecto agudo de la administracién i.c.v. de KF sobre el BE en ratones
obesos.



Figura 37. Modelo del mecanismo de accion del KF para inducir sus beneficios
metabdlicos.

Tabla 1. Composicion de la DHL.
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INTRODUCCION

1.0OBESIDAD
1.1. Definicién y prevalencia de la obesidad

La “Federacion Mundial de Obesidad” define a la obesidad como una enfermedad
con un proceso cronico, recurrente y progresivo(Bray, Kim, y Wilding 2017).De
acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el sobrepeso y la obesidad se
definen como una acumulacibn anormal o excesiva de grasa que puede ser
perjudicial para la salud(Figura 1) (OMS, 2015). La obesidad es una enfermedad
cronica de origen multifactorial, fruto de la interaccion entre genotipo Yy
ambiente(Galicia-Negrete y Falfan-Valencia 2017)

Figura 1. Imagen ilustrativa del estado de obesidad. Se muestra una acumulacion de tejido graso en
la parte abdominal aumentando la circunferencia de cintura (imagen extraida de Google).

El grado de obesidades determinado por el indice de masa corporal (IMC), una
relacion entre peso corporal (PC) y altura dada por la férmula matematica
IMC=PClaltura®. Un IMC=225 refiere un sobrepeso, =30 obesidad e>40 es
considerada obesidad moérbida(Baltasar 2001). Aunque en los ultimos 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 medicion como la
circunferencia abdominal y otras medidas antropométricas para mostrar la
acumulacion de grasa. Los valores de referencia en hombres y mujeres de>94 y >80
cm, respectivamente, (Figura 1).(Keihani et al. 2015).



Esta enfermedad ha ido evolucionado a lo largo del tiempo pasando de un problema
poco comun a ser considerada en nuestros tiempos la pandemia del siglo XXI. Por lo
general se asocié a estratos sociales altos, lo cual contrasta con las décadas
recientes en las cuales se ha mostrado un aumento en su prevalencia abarcando
desde estrato social mas alto hasta al mas bajo(Ando et al. 2008). La OMS presenta
datos alarmantes sobre prevalencia mundial de obesidad; en 2016 mas de 1900
millones de adultos tenian sobrepeso, de los cuales mas de 650 millones eran
obesos. Esto representa un 39% de la poblacion mundial con sobrepeso y un 15%
con un grado de obesidad (11% en hombres y 15% en mujeres). Segun
estimaciones, 41 millones de nifilos menores de cinco afios tenian sobrepeso u
obesidad, de igual manera, este mismo afio habia 340 millones de nifios y
adolescentes entre los cinco y diecinueve afos con sobrepeso u obesidad (OCDE
2018).Para el 2020 se prevé que seis de los paises con mayor prevalencia de
obesidad en el mundo seran latinoamericanos(Cirilo 2012). México tiene el segundo
lugar a nivel mundial en sobre peso y obesidad solo por detras de E.E.U.U. y por
encima de Nueva Zelanda como se observa en la Figura 3(OCDE,2018). De igual
forma para el afio 2030 se espera un aumento en EE. UU, México e Inglaterra de un
49%, 37% y 35% respectivamente en la poblacion con obesidad como lo muestra la
Figura 2(OCDE, 2018).
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Figura 2. Prediccion estadistica sobre el aumento en la prevalencia de obesidad al 2030.
Representacion estadistica del incremento de obesidad en los Ultimos 40 afios, asi como
unaprediccion de los futuros 20 afios (hasta el 2030) donde México y E.E.U.U. ocupan los primeros
lugares de la gréfica (OCDE, 2018).

En México el sobrepeso (obesidad incluida) representa actualmente un problema
mayor de salud publica, ya que afecta a una gran parte de la poblacion
correlacionandose positivamente con la edad y de manera indistinta considerando el
sexo y las regiones.
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Figura 3. Prevalencia de obesidad en la poblacion de varios paises a nivel mundial. México tiene el
segundo lugar a nivel mundial en sobre peso y obesidad solo por detras de E.E.U.U. y por encima de
Nueva Zelanda (Estadisticas de salud, OCDE, 2018).

En efecto, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) muestra que en
2016 el 33.2% de los infantes (entre 5 y 11 afios) (Figura 4) y el 36% de
adolescentes (entre 12 y 19 afios) (Figura 5) presentan sobrepeso u obesidad
(ENSANUT, 2016). En adolescentes se observdé un aumento en la prevalencia de
obesidad en comunidades rurales y la Cd. de México (Figura 5).
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en 2012 y 2016.(A) datos nacionales: masculino y femenino, (B) por zona y tipo de localidad. En
localidades urbanas se mostré un (34.9%) de prevalencia en comparacion con las localidades

rurales (29.0%)(ENSANUT, 2016).



En adultos, la prevalencia combinada de sobrepeso y obesidad fue de 71.2% en
el 2012 y de 72.5% en el 2016, mostrando un incremento (ENSANUT,
2012/2016). Asimismo, la categoria de obesidad morbida es 2.4 veces mas alta
en mujeres que en hombres como se observa en la Figura 6. Por tipo de
localidad, la prevalencia de sobrepeso fue 11.6% més alta en las localidades
rurales que en las urbanas y la prevalencia de obesidad fue 16.8% méas alta en las
localidades urbanas que en las rurales, como lo muestra la Figura 7 (ENSANUT
2016).

A B
450 450
H Sobrepeso W Obesidad W Sobrepeso L Obesidad

400 392 400

319 363 358 376 367
350 341 335 350

128

200 121 300 | |15.1]

133 i3 T 147
250 . 150 250
200 200
150 150
100 100
50 50
00 4 R Ni— 00

2012 2016 2012 2016 2012 2016 2012 2016 | 2012 2016 | 2012 2016 2012 2016 | 2012 2016 2012 2016

NACIONAL MASCULINO FEMENINO URBANO RURAL NORTE CENTRO (] ME)((CO

Figuras 5. Prevalencia comparativa de sobrepeso y obesidad en adolescentes de 12 a 19 afios en
México en 2012 y 2016. (A)datos nacionales: masculino y femenino, (B) por zona y tipo de localidad.
La prevalencia en hombres fue de 33.5% y en mujeres de 39.2%. Asi mismo, la prevalencia en
localidades urbanas disminuy6 de 37.6% en 2012 a 36.7% en 2016, mientras en localidades rurales
se observa un aumento de 8.2 puntos porcentuales. (ENSANUT, 2016).
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Figura 6. Prevalencia comparativa de sobrepeso y tipo de obesidad en adultos mayores de 20 afios
en México 2012-2016.Al categorizar por sexo en 2016 se observa que la prevalencia combinada de
sobrepeso y obesidad es mayor en las mujeres (75.6%) que en los hombres (69.4%); y que la
prevalencia de obesidad es también mas alta en el sexo femenino (38.6%) que en el masculino
(27.7%). Asimismo, la categoria de obesidad mérbida es 2.4 veces mas alta en mujeres que en
hombres (ENSANUT, 2016).



Se propone que ademas de factores como el sedentarismo y el consumo elevado
de dietas hipercaldricas asociado a los procesos de alta urbanizacion que se vive
en la actualidad, el bajo consumo de alimentos de origen vegetal influye de
manera determinante en el desarrollo de obesidad. Apoyando esta hipoétesis
observaciones hechas por nuestro equipo de trabajo mostraron en ratas que si el
consumo de dieta hipercaldricas es asociado al consumo de harina de nopal,
dichos animales no desarrollan un cuadro de obesidad y alteraciones
asociadas(Cysneiros Graziele Fonseca 2019).Nuestro equipo de investigacion ha
igualmente mostrado que el consumo de harina de nopal adicionada a una dieta
hiperlipidica revierte la adiposidad y alteracion del metabolismo de la glucosa en
ratones (Articulo en revisidon en la revista “British Journal of Nutrition”). Los
hallazgos mencionados indican que contribuye méas la falta de vegetales en la
alimentacion que la condicion hipercalérica de la misma, sugiriendo que
compuestos con capacidad bioactiva presentes en el nopal serian los potenciales
responsables del beneficio metabdlico de su consumo.
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Figura 7. Prevalencia en adultos>20 afios de sobre peso y tipo de obesidad en México por zona y
tipo de localidad., la prevalencia de sobrepeso fue 11.6% mas alta en las localidades rurales que en
las urbanas y la prevalencia de obesidad fue 16.8% mas alta en las localidades urbanas que en las
rurales. En la categorizacion por regiones, la prevalencia de obesidad fue mayor en la Regién Norte
gue en el Centro (-22.2%), Ciudad de México (-11.4%) y region Sur (-8.2%)(ENSANUT, 2016).



1.2. Relaciéon de la obesidad con otras enfermedades

La obesidad es una enfermedad que es de suma importancia en salud publica por su
alto costo humano y econdmico. Su relevancia recae en el hecho de ser el principal
factor de riesgo para el desarrollo de otras enfermedades como la hipertension,
hipercolesterolemia, enfermedades cardiovasculares y, sobre todo, diabetes de tipo
2 (DT2). Ademas, esta asociada con otros padecimientos como la infertilidad, apnea
del suefio, depresion, etc. (Figura 8).La masa grasa generada en la obesidad
produce cambios estructurales y hemodinamicos en el sistema cardiaco lo que lleva
a una insuficiencia cardiaca (IC). Aunque la obesidad aumenta el riesgo de
afecciones cardiacas parece tener un efecto protector en pacientes diagnosticados
con una IC antes de generar un cuadro obesigénicolo que lleva a la paradoja de la
obesidad. Sin embargo, estos efectos directos de la obesidad sobre el sistema
cardiovascular requieren una mayor exploracién(Carbone, Lavie, y Arena 2017,
Kawarazaki y Fujita 2016).La obesidad se relaciona con afecciones respiratorias y
gastricas que son de origen mecéanico por la disminucion en la capacidad residual
funcional y del volumen corriente, estos cambios reducen el estiramiento de los
musculos lisos(Galicia-Negrete y Falfan-Valencia 2017).También aumenta el riesgo
de desarrollar varios tipos de cancer (mama, colon, higado, entre otros) y se asocia
con un peor resultado clinico. EI mecanismo por el cual la obesidad promueve y se
desarrolla el cancer es altamente complejo y especifico para cada tejido asi como el
tipo de céancer(Kolb, Sutterwala, y Zhang 2016). Algunos procesos inflamatorios
sistémicos y centrales estan relacionados estrechamente con un trastorno de
depresion mayor (TDN); si bien es un proceso complejo y multifactorial, desde el
punto de vista epidemiolégico parece que esta inflamacién contribuye tanto a la
obesidad como a la depresion y otros problemas de conducta(Ambrésio et al. 2018).

Varios organismos de indole internacional colocan dentro de la definicion de un
sindrome metabdlico como punto central de su afeccidn, la acumulacién excesiva de
grasa. Hablando en términos claros colocan a la obesidad como epicentro de dicho
sindrome. Como se menciona precedentemente, esta enfermedad esta
estrechamente relacionada con la DT2. Esta ultima es una enfermedad que se
manifiesta como un aumento excesivo de glucosa en sangre en condiciones de
ayuno, arriba de 100 mg/dL (Federacion Internacional de la Diabetes, 2018). El
exceso se debe a la incapacidad de los tejidos (musculo, higado, tejido adiposo)
para capturar la glucosa de la sangre debido a una resistencia a la insulina o0 a una
baja produccion de esta hormona (Steppan et al. 2001). En estudios epidemioldgicos
se mostré6 que pacientes con una acumulacion de grasa abdominal tenian una
prevalencia mayor a sufrir diabetes (Hartz 1983). EI mecanismo subyacente de esta
relacion obesidad-diabetes no es claro pero se proponen varios mecanismos, entre
ellos se propone que puede estar relacionado con la secrecidon de una hormona por
parte de los adipocitos llamada resistina. Se ha demostrado que incrementando la
presencia de esta molécula la pruebas de resistencia a la insulina y tolerancia a la
glucosa empeora en ratones obesos (Steppan etal. 2001). Otros mecanismos
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podrian estar involucrados en la correlacion entre el estrés del reticulo
endoplasmatico (ERE) con la obesidad y su relacion con diabetes (Cnop, Foufelle, y
Velloso 2012). Se ha sefialado que ERE en el hipotalamo podria esta estrechamente
ligada con la resistencia a la insulina y a la leptina (Dandona 2004).Por otro lado el
estrés en células pancreaticas genera higado graso asi como resistencia a la
insulina. El estado prolongado de estrés en el reticulo endoplasmético puede llevar a
una apoptosis de las células B-pancreaticas (Cnop et al. 2012). Teniendo en cuenta
lo anterior, algunos estudios sugieren a la obesidad como un estado proinflamatorio
aunado a un estrés oxidativo esto por una sobrenutricion, lleva a una alza en la
concentracion de citocinas, que podria interferir con la transduccion de la sefial de la
insulina (Jais y Brining 2017a). También en pacientes obesos se ha observado que
presentan elevacién de citocinas proinflamatorias y una disminucion de factores
antiinflamatorios que conllevan a cambios en la salud del paciente como son la
resistencia a la insulina y un aumento en la glucosa sérica (Dandona 2004).
Interesantemente, varios estudios llevados a cabo en ratones han demostrado una
relacion directa entre el estado inflamatorio hipotalamico y la resistencia a la insulina
(Jais y Bruning 2017a).
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Figura 8. Relacidon de la obesidad con otras enfermedades. Muestra a la obesidad como epicentro de
una serie de problemas de salud estrechamente relacionada con dicha afeccion, algunas de ellas
siendo unas de las principales de muerte a nivel mundial (imagen extraida de Google).



1.3.Regulacion del peso corporal

El peso corporal (PC) no es estacionario ni cambia de manera unidireccional (Figura
9). Por el contrario, los factores que alejan el PC del punto de ajuste se definen
como no homeostaticos y se rigen por multiples mecanismos. Hay factores que
restablecen el PC del punto de ajuste que se definen como homeostéaticos y operan
a través de mecanismos que regulan el balance energético(BE) (equilibrio entre
calorias consumidas y calorias gastadas) a corto plazo impulsado por el hambre y la
saciedad y el BE a largo plazo impulsado por cambios en la adiposidad (Yu
2017).Los cambios de PC estan acompafiados por desequilibrios entre la ingesta de
calorias y el gasto energético (GE), este hecho a menudo se malinterpreta para
sugerir que cambio de peso positivamente es causado por la gula y la pereza. Por
esta mala interpretacibn mucha gente considera que se puede tratar simplemente
recomendando a los pacientes que coman menos y tenga mayor actividad fisica sin
pensar los componentes del BE que estan relacionados dindmicamente con los
procesos fisiolégicos (Hall y Guo 2017).

Delgadez extrema Obesidad
IMC <16 MC > 30

Figura 9. Regulacion bidireccional delPC. El indice de masa corporal indica el incremento de la
ganancia de peso desde un estado de desnutricion hasta la obesidad (Imagen extraida de Google).



2.BALANCE ENERGETICO

La regulacién del metabolismo es un resultado de la complejidad del BE, entre el
consumo alimenticio (CA) y gasto energético (GE), los cuales son dependientes de
la ingesta de alimentos que esta dada por el apetito, dicho balance se encuentra
regulado en el sistema nervioso central(Farias et al., 2017).El BE no es una simple
suma algebraica de GE e ingesta de energia como se muestra a menudo. El BE es
un proceso dindmico y existen efectos reciprocos entre el CA y el GE (Figura
10). Una distincion importante es la de los componentes metabdlicos y de
comportamiento del GE(Hopkins y Blundell 2016).
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Figura 10. Representacion del impacto del BE sobre el PC. Un equilibrio entre el gasto energético y el
consumo de alimento da un resultado un IMC normal como lo muestra en la parte superior, sin
embargo un desbalance positivo entre estos dos factores, es decir el consumo alimenticio es mayor al
gasto energético resulta en un problema de sobrepeso como se muestra en la imagen del medio, por
otra parte existe su con contraparte; un déficit de energia como lo muestra la ilustracién de la parte
inferior, (imagen extraida de Google).



2.1.Regulacién hipotaldmica del balance energético

La regulacion del BE se lleva a cabo 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 (Figura 11),donde
integran  estimulos externos e internos para inducir  respuestas
metabdlicas(Schaeffer, Hodson, y Mollard 2014). El hipotalamo 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 vehiculadas por
hormonas (leptina, insulina, grelina, etc.)(Figura 11).El nacleo arqueado (ARC) en el
hipotalamo 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 nucleo las neuronas de primer orden que detectan las
sefiales hormonales extienden sus prolongaciones axonales a otros nucleos del
hipotalamo (&rea hipotalamica lateral —-LHA—, ndcleo ventromedial —~VMN- y nucleo
paraventricular -PVN- donde activa neuronas de segundo orden, induciendo efectos
anorexigénicos (inhibicion del apetito) u orexigénicos (induccién del apetito) (Figura
11) (Waterson y Horvath 2015).

Figura 11. Regulacion hipotalamica del BE. La informacién que refleja el estado nutricional del
organismo es comunicada por hormona como la Iéptina, insulina y grelina, quienes actdan
directamente en el hipotdlamo o a través de su accion sobre el nervio vago o nucleo del tracto
solitario (NTS), induciendo respuestas anorexigénicas (PVN) uorexigénicas (LHA)(extraido de
Schaeffer et al. 2014).
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2.1.1.Regulacion de la ingesta de alimento

La decision de comer o no comer implica la interaccion del hipotdlamo y tejidos
periféricos. Luego de la deteccion en el ARC de las sefales nutricionales
provenientes del tejido adiposo (Iéptina), el pancreas (insulina) y tracto digestivo
(grelina, péptido similar al glucagon-1 —GLP-1-, péptido YY —-PYY-, etc.) se
establece el estado energético del organismo generando respuestas que promueven
un CA (si hay un déficit de energia) o a la inhibicion del mismo (si hay exceso de
energia) (Figura 12)(Farias et al., 2017).

Existe una creciente evidencia que demuestra que un aumento en las actividades
simpaticas y termogénicas estd asociado con la reduccion de la ingesta de
alimentos. Por lo tanto, es razonable suponer que la obesidad también puede ser
causada por un aumento en el CA resultante de la reduccion de la actividad
simpatica. Hay una llamada cascada de saciedad la cual se desarrolla desde tres
ejes involucrando patrones psicolégicos y de comportamiento, eventos metabdlicos,
fisioloégicos periféricos, interacciones neurales y metabdlicas en el cerebro. La
informacion sensorial derivada de la fase cefalica de la digestion y la sefalizacion
vagal aferente provocada por la presencia de alimentos en el estbmago proporciona
informacion temprana al cerebro sobre la cantidad y el contenido de nutrientes de los
alimentos consumidos(Harpaz et al. 2016; Hopkins y Blundell 2016).

2.1.2. Regulacién del gasto energético

Los principales determinantes del GE son el tamafio y composicidon corporal, la
ingesta de alimentos, el entorno y la actividad fisica; asi, un cuerpo de mayor tamafio
requiere mas energia para su mantenimiento. El GE, se puede dividir en: GE en
reposo, inducido por el ARC en el hipotalamo (termogénesis) (Figura 12), GE
inducido por la dieta, GE inducido por la actividad fisica, todo en relacién con las
caracteristicas morfolégicas del sujeto, asi como su actividad fisica y su ingesta de
alimento (Westerterp 2017). Dicho mecanismo predispuso un gran avance evolutivo,
lo cual permitid la conquista de todo el mundo por parte de los mamiferos (Cerri
2017).

El GE es un mecanismo altamente complejo; en estudios realizados en ratones
obesos modificados genéticamente, demostraron que la termogénesis desempefia
un papel fundamental en la homeostasis energética (Kazak et al. 2017). Este GE
esta regulado de manera hormonal y uno de los mecanismos sugeridos es la
participacion de la tiroides, en especifico la hormona tiroidea que aumenta la
termogénesis en su forma activa (T3), se han propuesto mecanismo para cada
organo, pero aun su etiologia no esta bien establecida (Fontenelle et al. 2016). Se
ha sugerido que un reducido GE, en cualquiera de sus modalidades o combinadas,
despeia un papel en el desarrollo de la obesidad(Carneiro et al. 2016).
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2.1.3.Rol del sistema de las melanocortinas en la regulacion del balance energético

El control del BE es altamente complejo, involucra una red neuronal regulada
notablemente dentro del hipotdlamo. Ciertamente, en el ARC existen dos
poblaciones neuronales con funciones antagonicas, que constituyen el sistema de
las melanocortinas(Derghal et al. 2017) Una poblacion estd conformada por las
neuronas que expresan los neuropéptidos de proopiomelanocortina (POMC) vy el
transcrito regulado por cocaina y anfetamina (CART), las cuales reducen el CA'y
aumentan el GE, la segunda poblacion esta constituida por neuronas que expresan
los neuropéptidos denominados, péptido relacionado con agouti (AgRP) vy
neuropéptido Y (NPY) cuya actividad induce el CA y reducen el GE(Wilson y Enriori
2015) (Figura 12).Cabe resaltar que el NPY regulan la ingesta de alimento a corto
plazo inhibiendo las neuronas POMC/CART y neuronas de segundo orden mientras
que el AgRP inhibe el CA a largo plazo a través de efectos sobre neuronas de
segundo orden (Figura 12)(Wilkinson y Imran 2018).Los sitios secundarios de accién
del sistema de las melanocortina son los receptores de melanocortina (MCR)
presentes en las neuronas de segundo orden. Entre los mas 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), derivado de POMC, es un potente ligando enddgeno para
MC3R Y MC4R, involucrados en la regulacion del PC y el aumento en el GE, en
contraparte AgRP sirve como el principal péptido enddégeno que antagoniza
directamente la accién de la a-MSH compitiendo por la union a los MCR e inhibiendo
la activacion del receptor(Figura 12)(De Jonghe, Hayes, y Bence 2011).

El sistema de las melanocortinas recibe sefiales hormonales y nutricionales que se
secretan de la periferia en tejidos como: estomago (grelina), pancreas (insulina) y
tejido adiposo blanco (leptina) (Figura 12). Es conocido que estas hormonas y sus
fluctuaciones en los niveles de concentracion actian de forma catabdlica en caso de
la Iéptina y la insulina, y anabdlica en caso de la 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
y Richard 2017).La leptina regula tanto las neuronas POMC/CART como NPY/AgRP
a diferente niveles, esta hormona aumenta los niveles ARNmde POMC y disminuye
ARNm de NPY/AgRP asi como despolariza (activa) las neuronas POMC,
simultdneamente hiperpolariza (desactiva) neuronas NPY/AgRP(Figura 12). Los
receptores de insulina (IR) se expresan ampliamente en el cerebro(Figura 12), la
evidencias son controversiales ya que en ratones con deficiencia de este receptor
en el cerebro desarrollan obesidad, sin embargo la eliminacién de este receptor en el
sistema de las melanocortinas, no mostro alteracion, lo cual nos sugiere la activacion
de diferentes subpoblaciones 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 unidn al receptor del secretagogo de la hormona de
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crecimiento (GHSR) que se expresa altamente en neuronas NPY/AgRP (Figura 12),
ademas la grelina eleva la concentracion ARNm de NPY/AgRP asi como una mayor
actividad eléctrica, también regula positivamente la prolilcarboxipeptidasa, enzima
que degrada la a-MSH (Kim, Leyva, y Diano 2014).
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Figura 12. Regulacién del BE a través del efecto del sistema de las melanocortinas sobre el CA y el
GE. Sefiales hormonales secretadas por diferentes 6érganos, como lo son insulina (pancreas), grélina
(estomago), léptina (tejido adiposo) son transportados desde la periferia hacia ARC del hipotadlamo
donde regulan la activacién de dos poblaciones neuronales de primer orden que consisten de
neuronas POMC/CART (incrementa el GE y disminuyen CA )y sus antagdnicas, neuronas NPY/AgRP
(disminuyen el GE e incrementa CA) (extraido de (Wilkinson y Imran 2018)
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2.2. Inflamacién hipotalamicay regulacion del balance energético

En los ultimos afios se ha hecho evidente el rol del cerebro en el desarrollo de la
obesidad, la mayor parte de la evidencia apunta al desacoplamiento de la regulacion
del BE debido al desarrollo de un cuadro de inflamacion en el hipotalamo inducido
por el consumo de dietas hiperlipidicas (HFD)(Dorfman y 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),ademas son capaces de atravesar la barrera hematoencefélica y acumularse
en el ARC donde reducen la sefalizacidbn anorexigénicade la insulina y la
leptina(Dalvi etal. 2017). Por el contrario las grasas insaturadas disminuyen la
inflamacion hipotalamica(Dragano et al. 2017).

En modelos animales se ha mostrado que la alimentacién con una dieta HFD lleva a
altos niveles de mediadores inflamatorios como el factor de necrosis tumoral a (TNF-
a), interleucina 1B (IL-1B) e interleucina 6 (IL-6) en el hipotalamo, particularmente en
el ARC (Dorfman y Thaler 2015). Ademas, estas citosinas llevan a la activacion de
enzimas como c-Jun N-terminal (JNK) e IkB quinasa (IKK),se producen rapidamente
una vez iniciado el consumo de HFD, incluso antes del aumento significativo de PC y
disminuyen la sensibilidad a la insulina(Thaler etal. 2012). También se han
propuesto varios mecanismos por el cual las grasas saturadas actdan en el sistema
nervioso central (SNC), como la activacion del receptor tipo toll (TLR) en especifico
TLR4 y la induccién del ERE. Se sugiere que la activacion de TLR4 en la microglia,
la célula inmunitaria del cerebro, es predominante en la liberacion de citocinas
proinflamatorias e induccién del estrés oxidativo por estas células nerviosas (Lee
et al. 2015),sugiriendo que el ERE es un evento posterior en la cascada que
finalmente conduce a la activacién inflamatoria del hipotdlamo (De Souza et al. 2005;
Dragano et al. 2017; Ozcan et al. 2009).Se ha demostrado, por nuestro equipo de
trabajo y otros, que la proliferacion y activacion de la microglia es esencial para el
desarrollo de la obesidad (Figura 13) (Valdearcos., et al 2011; André et al., 2017).
En efecto, se ha observado un incremento de la proliferacion celular microglial en el
ARC en ratones alimentados con HFD asociada a un incremento mas rapido en su
masa grasa y PC en comparacion con ratones alimentados con una dieta
estandar(André et al. 2017).

Recientemente se realizan investigaciones para ver la participacién de astrocitos y
microglias en el BE y la inflamacion hipotalamica. Sea observado que tanto en
cultivos celulares como en ratones in vivo los astrocitos hipotalamicos acumulan
gotas de lipidos en condiciones enriquecidas con acidos grasos saturados, como la
obesidad. Asi mismo, elevaron sus marcadores de astrogliosis y citocinas
inflamatorias (TNFa, IL-1B3, IL-6, proteina quimiotactica de monocitos 1 —MCP-1-).
Ademas estos astrocitos cargados de lipidos estimulan la actividad quimiotactica de
la microglia IBA-1 y citocinas (Douglass, Dorfman, y Thaler 2017; Kwon et al. 2017).
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Figura 13. Activacion de microglia por deteccion de acidos grasos en el ARC. Acumulacién de grasas
saturadas en ARC del hipotalamo activa la respuesta inflamatoria de la Microglia e induce un estrés
neuronal (extraido de Valdearcos., et al 2011).

Las células microgliales desenvuelven en el SNC funciones neurocitoprotectivas o
neurocitodegenerativas en funcién de las necesidades. En condiciones de reposo
(ver “restingmicroglia” en la Figura 14) la microglia secreta diferentes proteinas
(ejemplo: receptor del factor estimulante de colonia 1 —-CSF1R-) que participan en la
supervivencia de las neuronas (Figura 14) (Subramaniam y Federoff 2017). En
respuesta a un insulto la microglia sigue una activacion clasica (M1 o microglia
proinflamatoria) donde actian como una célula inmune secretando mediadores
inflamatorios (TNFa, IL-1B, IL-6, IL-12, etc.) que de mantenerse el efecto tiene
consecuencias neurocitotoxicos (Figura 14) (Subramaniam y Federoff 2017). La
misma célula puede sufrir también una fase de activaciéon alternativa, también
conocida como M2 o microglia antiinflamatoria. En esta fase, la microglia secreta
mediadores antiinflamatorio como factor de crecimiento transformante 3 (TGF- ) e
interleucina 10 (IL-10) surtiendo efectos neurocitoproctetivos (Figura 14). La
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microglia puede pasar de la fase M2 a la M1 si no logra solucionar el insulto que
origino dafo (Figura 14) (Subramaniam y Federoff 2017).

El estado de reposo o activacion de la microglia es facilmente detectado a través de
la morfologia de la célula. En el estado de reposo la célula presenta un soma menor
y con ramificaciones claramente marcadas, mientras que en el estado de activacion
las ramificaciones se contraen ensanchando el cuerpo celular (Diz-Chaves et al.
2012)(Figura 14).

Resting microglia
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IFN-y, GM-CSF clas_sncgl alternative \_|L-4, IL-10, 1IgG
activation activation

M1: proinflammatory microglia M2: anti-inflammatory microglia
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Figura 14.Caracteristicasmorfofuncionales de la microglia dependiente de su estado de activacion.
Se representa los tipos de activacion microglial (la morfologia activada es dependiente del insulto al
gue es expuesta), el fenotipo activado M1(proinflamatorio) secreta mediadores de la inflamacion
como:TNFa, IL-1B, IL-6, IL-12 y el fenotipo M2 (antiinflamatorio) secreta mediadores antiinflamatorios
como: IL-10,TGF-3, CD206 (extraida de (Subramaniam y Federoff 2017).
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3. FLAVONOIDES

Los flavonoides son compuestos polifendlicos producto de la biosintesis de plantas a
partir de aminoacidos aromaticos como la fenilalanina, la tirosina y el malonato,
actuando en estas como metabolitos secundario (Galleano et al. 2012). De acuerdo
con su estructura quimica, la cual consta de un nucleo flavan compuesto de 15
atomos de carbono dispuestos en tres anillos (Figura 15), el grado de oxidaciéon de
su heterociclo de oxigeno, asi como sus patrones de sustitucion, se pueden clasificar
en: flavonas, flavonoles, isoflavonas, antocianinas, flavanonas y flavanoles (Figura
16)(Veeramuthu et al. 2017).

Los flavonoides son ampliamente estudiados por sus diferentes propiedades, asi
como por su alta distribucion dentro del reino vegetal. Dentro de sus propiedades se
establece que tiene una funcién antioxidante, la cual se puede deber a sus grupo
hidroxilos (Figura 16) que actuan neutralizando las especies reactivas de oxigeno
(ROS) y otros posibles mecanismos(Pietta 2000). También se ha observado que
cambiando algunos grupos funcionales los flavonoides conservan y aumentan su
capacidad antioxidante (Muhammad et al. 2015; Pietta 2000). De igual manera se
han abierto lineas de investigacion sobre estos polifenoles en las cuales han
observado que tiene una funcion biologica (bioactividad) sobre varias alteraciones
del organismo(Koosha et al. 2016).

Figura 15. Estructura molecular general de los flavonoides. Dichas moléculas constan de un nucleo
flavan compuesto de 15 atomos de carbono dispuestos en tres anillos y sustituidos de grupo
hidroxilos (extraida de Pietta et al., 2000).
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Los flavonoides han mostrado, igualmente, propiedades antiinflamatorias en
diferentes lineas celulares, donde actian disminuyendo la liberacién de mediadores
de la inflamacion como TNF-a e IL-1[, entre otros(Kong et al. 2013a)También es
conocido su efecto protector en la patogénesis de la obesidad. Han mostrado ser
capaces de regular el BE, mejorando el estado de obesidad en modelos
experimentales (da-Silva et al. 2007). Aunque los mecanismos aln no son claros
podemos esperar que esta combinacién de acciones pueda llevar al desarrollo de
nuevos tratamientos Utiles para el combatir la obesidad y enfermedades
relacionadas; para ello es importante desarrollar técnicas de preservacion, dada su
alta sensibilidad a la degradacién por elevada reactividad, de su accion biologica en
alimentos y farmacos. Dentro de esta amplia gama de flavonoides los de tipo
flavonol como la quercetina y kaempferol (KF) son de gran abundancia en frutas y
verduras y son también los mas estudiados en el contexto de la inflamacion y
BE(Torres-Villarreal et al. 2019).
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Figura 16. Estructura molecular de los flavonoides con respectivos compuestos como ejemplos. Se
muestra varios subgrupos de flavonoides con su anillo flavan, pero con diferente isoforma, asi como
la posicién de sus grupos hidroxilos (extraida de(Veeramuthu et al. 2017).
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3.1. Kaempferol

El KF esun compuesto amarillo de bajo peso molecular (PM 286.23 g/mol), que se
encuentra comunmente en alimentos (frutas y verduras)y en plantas de la medicina
tradicional. En plantas actia como un fitoestrogeno con funciones antioxidantes que
brindan proteccion a la planta, ademas de intervenir en las relaciones planta-
microorganismos(Mierziak, Kostyn, y Kulma 2014).Su sintesis en plantas es muy
compleja (Figura 17),al igual que otros flavonoides, el KF se biosintetisa a partir de
un difenilpropano, que es catalizado varias enzimas hasta la unién de varios
azucares como: glucosa, ramnosa y rutinosa para formar glucosidos(M. Calderon-
Montano et al. 2011). Este compuesto se encuentra ampliamente distribuido en el
reino vegetal, en varios estudios se ha determinado la cantidad de este flavonoide;
entre los alimentos en los que se encuentra mayormente presente tenemos el nopal,
brécoli, cebolla, papaya, guayaba, moras, té verde, té negro, asi como en bayas
comestibles(Miean y Mohamed 2001).
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Figura 17. Sintesis y estructura molecular del kaempferol. La biosintesis comienza a partir de un
difenilpropano, el cual se sintetiza por condensacion de 4-cumaroil-CoA con tres moléculas de
malonil-CoA, la cual es catalizada por la enzima chalconasintasa, cuyo resultado es naringenina
flavona, la enzima chalconaisomerasacataliza el cierre del anillo, la enzima flavonona 3-dioxigenasa
introduce un grupo hidroxilo para formar dihidrokaempferol, finalmente la enzima flavonolsintasa
agrega un doble enlace en C2-C3 para producir KF(extraida (M. Calderon-Montano et al. 2011).
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3.1.1. Kaempferol y su rol en la regulacion del metabolismo energético

Ademas de sus efectos reguladores de la proliferacion celular en el cancer, el KF
presenta acciones importantes en la regulacion del metabolismo energético (Figura
18). Varios estudios han reportado que dietas ricas en polifenoles, entre ellos el KF,
tienen un efecto antiobesigénico, atenuando el aumento del PC y metabolitos
sanguineos. En efecto, el consumo de un extracto de té (Sanglan tea), rico en KF y
quercetina, suprimio la expresion de genes claves de la lipogénesis y adipogénesis
en higados de ratones obesos (Guruvaiah et al. 2018).Estos datos son consistentes
con otro estudio en ratén en el que se implement6 una dieta con kaempferol, la cual
mejord la obesidad disminuyendo la adiposidad, los niveles plasméticos de lipidos,
asi como una mejora en la resistencia a la Iéptina e insulina (Zang et al. 2015).

Figura 18. Efecto metabdlico del kaempferol, indicando el mecanismo asociado con su funcion
antidiabética, antiobesidad, proteccion cardiovascular y del dafio oxidativo (extraido de Imranet al.,
2018).

Los efectos descritos arriba del KF han sido observados igualmente en células
aisladas. Asi, se ha observado la disminucion en la acumulacion celular de lipidos; al
igual que en estudios en ratones, en cultivo celular se ha observado un aumento de
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la expresion de los genes involucrados en el catabolismo de lipidos(Torres-Villarreal,
Camacho, Castro, Ortiz-Lopez, & de la Garza, 2019b).Finalmente, en estudios en
células de origen humano se observé una reduccion de la adipogénesis mostrando
la capacidad del KF para modular el metabolismo en células humanas(Gémez-Zorita
et al. 2017).

Por otro lado, la hormona tiroidea es conocida por jugar un rol central en el BE a
través de sus efectos sobre la termogénesis. Interesantemente, datos de la literatura
muestran al KF como una molécula capaz de regular esta via de GE dependiente de
la termogénesis(da-Silva et al. 2007). En estudios recientes con cultivos celulares de
musculo esquelético, se observé que este el KF aumenta el GE al regular genes
termogénicos y metabdlicos(McAninch y Bianco 2014). Ademas, aumenta la
produccion y tiempo de vida media de la desyodinasa2 (D2), traduciéndose en un
aumento de la activacion de la hormona tiroidea, es decir el paso de T4 a T3(da-Silva
et al. 2007).

3.1.2. Propiedades antiinflamatorias del kaempferol

Como ya mencionamos, los flavonoides se caracterizan por sus acciones
antiinflamatorias; en este sentido, el KF no es una excepcion a la regla y muestra
una amplia actividad antiinflamatoria inhibiendo o activando diferentes vias
intracelulares de sefializacion (Figura 19)(Devi etal. 2015).En efecto, sus
propiedades antinflamatorias han sido extensivamente estudiadas en diferentes
tejidos celulares;asi, en condrocitos de rata estimulados con IL-1(3, el tratamiento
con KF caus6 una reduccion de los mediadores proinflamatorios(Zhuang, Ye, y
Huang 2017). Ademés, una accién del KF ha sido igualmente reportada; en este
sentido, se ha observado una modulacién de la 6xido nitrico sintasa (INOS), por lo
cual se presenta una atenuacion de la ciclooxigenasa 2(COX-2), disminuyendo asi
estos mediadores de la inflamacion(Mahat et al. 2010).

El KF ha sido estudiado ampliamente por estas propiedades antiinflamatorias en
varios modelos animales, celulares y para varias enfermedades inflamatorias. Dichos
estudios mostraron que KF disminuye la liberacion de TNF-a e IL-18 en modelos de
aterosclerosis de conejos (Kong et al. 2013b).Otros estudios usando modelos de
glaucoma concuerdan con estos resultados en la disminucion de mediadores de la
inflamacion y de los resultados se ha propuesto un posible mecanismos de accion en
el cual KF puede inhibir la actividad inflamatoria de las caspasas(Abdullah y
Ravanan 2018).
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Figura 19. Mecanismos de la actividad antiinflamatoria del kaempferol. Mediadores de la inflamacién
(unién a receptores tipo Toll), alérgenos(union a receptores tipo Toll), y radicales libre (induccién de
estrés oxidativo), activan mecanismo intracelulares para la expresion de citocinas proinflamtorias; KF
es capaz de inhibir algunos de estos mecanismos inflamatorios e incluso puede activar mecanismos
antiinflamatorios, asi como reducir el estrés oxidativo (extraido de (Devi et al. 2015).
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HIPOTESIS

Dada la reconocida capacidad del kaempferol para regular el gasto energético y la
inflamacion, ambos procesos relacionados con el desarrollo de obesidad,
proponemos que:

El tratamiento con kaempferol mejora parametros asociados a la obesidad y
disminuye el estado de inflamacion hipotaldmica inducidos por el consumo de
una dieta hiperlipidica.
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OBJETIVOS

1. OBJETIVO GENERAL

Determinar si el tratamiento cronico con kaempferol es capaz disminuir el estado de
obesidad y su inflamacion hipotalamica asociada en ratones expuestos a una HFD.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1.
2.2.
2.3.

2.4.

2.5.

2.6.

Establecer la dosis de kaempferol capaz de modular el balance energético.
Inducir un cuadro de obesidad en ratones.

Determinar si el tratamiento cronico con kaempferol disminuye el estado de
obesidad.

Evaluar si el tratamiento crénico con kaempferol modula la intolerancia a la
glucosa y la sensibilidad a la insulina.

Analizar potenciales cambios del estado inflamatorio del hipotdlamo inducidos
por el tratamiento crénico con kaempferol.

Determinar si la administraciéon central de kaempferol modula el balance
energeético.
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MATERIALES Y METODOS

1.ANIMALES

Todos los experimentos se realizaron en ratones macho de la cepa C57Bl/6J, los
cuales se adquirieron en el Instituto de Neurobiologia de la UNAM (Juriquilla,
Querétaro, México). Los ratones fueron mantenidos en ciclos de luz/oscuridad de
12h (inicio de luz a las 07:00) y a una temperatura de 22 + 2°C. Tuvieron acceso ad
libitum a comida y agua, a menos que se indique lo contrario. EI manejo de los
animales se realiz6 siguiendo estrictamente las pautas del reglamento nacional
(NOM-062-Z00-1999) e internacionales (Institutos Nacionales de Salud) para el
cuidado y uso de animales de laboratorio, enfatizando en evitar todo sufrimiento. En
cualquiera de los experimentos la dieta (estandar o DHL) en la que se encontraban
los animales no fue nunca cambiada.

2.ESTABLECIMIENTO DE LA DOSIS DE KAEMPFEROL CAPAZ DE MODULAR
EL BALANCE ENERGETICO

Para conocer la cantidad de KF necesaria para modular el BE y asi establecer la
dosis que se aplicaria en los analisis subsecuentes, realizamos una prueba aguda
en ratones no obesos (dieta estandar) siguiendo la estrategia experimental mostrada
en la Figura 20. Para generar hambre los ratones fueron sometidos a 24h de ayuno
y se establecieron 3 grupos (n=6 por grupo) experimentales: Grupo vehiculo, Grupo
0.5 mg/kg de KF y Grupo 1 mg/kg de KF. Las dosis de KF referidas fueron
inyectadas via intraperitoneal (i.p.) en un volumen de 3.3 mL/kg de peso, usando
dimetilsulfoxido (DMSO) como disolvente; la administracion de DMSO sin KF
constituy6 el grupo vehiculo.

Inyeccion i.p. de KF,
dosis 0.05 6 1 mg/kg.
Determinacion del PC

v CA CA CA CA/PC
24hde | | | | |
ayuno ‘ l l

P

Figura 20. Representacion esquematica del disefio experimental para la determinacién de la dosis de
KF capaz de modular el balance energético. Los animales se sometieron a un ayuno de 24 horas,
después se aplicé una dosis i.p. de 0.05 o 1 mg/kg de KF, se evalué CAy PC 1, 2,4 y 24 horas post
inyeccion.

1h 2h 4 h
24 h
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La administracion de KF fue llevada a cabo justo antes del inicio de la fase oscura y
la comida fue regresada a sus jaulas; el CA se determiné 1, 2, 4 y 24h después. Se
calcul6 el consumo absoluto y el consumo normalizado al PC, para el primer caso se
ofrecié una cantidad de alimento conocida y se pesé la comida restante en los
tiempos mencionados con el uso de una balanza (Sartorius, Gottingen, Alemania), la
diferencia fue considerada como el consumo absoluto en gramos. Para el calculo del
consumo normalizado al peso corporal se uso la siguiente férmula: CA= (gramos de
comida ingerida/peso corporal) X 100. El peso del ratén fue medido antes de
comenzar la realimentacion y 24h después para calcular el cambio de PC. Se calculd
igualmente la eficiencia alimentaria (EA), un indicador de la capacidad del organismo
para convertir las calorias consumidas en PC, fue calculada usando la siguiente
férmula: EA= (ganancia de peso corporal/calorias ingeridas) X 100.

3. INDUCCION DE UN CUADRO DE OBESIDAD

Para alcanzar el objetivo especifico 2, ratones de 8 semanas de edad fueron
expuestos por 12 semanas a una dieta hiperlipidica (DHL), donde el 60% de la
energia proviene de grasas saturadas (Tabla 1). La DHL fue elaborada en base a
las DHLs comerciales y a lo establecido por el “American Institute of theNutrition”
(AIN-93) para la elaboracién de dieta para roedores de laboratorio( Reeves, Nielsen,
y Fahey s/f:93).Durante este periodo, el PC y el CA fue monitoreado semanalmente
para asegurarse de correcto progreso de la induccion de la obesidad. Cabe
mencionar que durante este periodo los animales se encontraron en grupos de 5
ratones por caja, para favorecer su socializacion.

Ingrediente Cantidad (g/kg) Densidad caldrica
Almidon 256
Sacarosa 100
Caseina 180
Celulosa 91
Goma guar 16
Manteca de cerdo/Aceite de soya 358
Mezcla de Minerales 35
Mezcla de Vitaminas 10
Fuentescaldricas:
Proteina 13.4%
Carbohidratos 26.5 %
Lipidos 60.0 %
Contenido energético (kcal/g) 5.3

Tabla 1. Composicion de la DHL. Muestra los ingredientes utilizados para la realizacion de la dieta y
el porcentaje de calorias aportado por cada macronutriente.
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De acuerdo a la literatura, un cuadro de obesidad se considera instalado cuando los
ratones ganan al menos 10% de PC, llegando a ser obesidad severa si la ganancia
de PC supera el 40% de su peso original (Hariri y Thibault 2010). Después de 12
semanas de induccion de obesidad el volumen de masa del raton aumenta, debido a
la acumulacion de adiposidad, llegando a un grado de obesidad severa (Figura 21).

)

Figura 21. Imagen ilustrativa de la diferencia fenotipica entre un ratén obeso (arriba) y un ratén
normo-peso (abajo) (imagen extraida de Google).

4. DETERMINACION DEL EFECTO DE LAADMINISTRACION CRONICA DE
KAEMPFEROL SOBRE EL ESTADO DE OBESIDAD

Para avaluar el efecto del tratamiento crénico con KF sobre el estado de obesidad,
se administr6 este a una dosis de 0.5 mg/kg/dia, utilizando como disolvente una
solucion de 60% de DMSO y 40% de solucion salina (NaCl al 0.9% en agua). La
inyeccién del disolvente sin KF se le aplicd al grupo control denominado grupo
Vehiculo. Para evitar la descomposicién del compuesto las soluciones se prepararon
bajo luz roja justo antes de la inyeccion. EI compuesto fue administrado durante 40
dias por via i.p. (Figura 22);se inyect6 dos veces al dia, alternando el lado derecho e
izquierdo de peritoneo (Figura 22), 0.25 mg/kg por la mafana (9:00 am) y 0.25
mg/kg por la tarde (5:00 pm).

Figura 22. Imagen ilustrativa de la técnica y la regidon anatémica para la inyeccion i.p. (imagen
extraida de Google).
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La estrategia experimental para esta parte del estudio se ilustra en la Figura 23.
Dada la cronicidad del experimento, mucho cuidado se tuvo para evitar el estrés y
dafio tisular. En este sentido, la cantidad de volumen inyectado fue de 2 mL/kg
(50uL/25g de raton), usando jeringas de insulina de 0.5 ml (50 unidades) (DB ultra-
fine 6mm). Durante una semana, previo al inicio del tratamiento, los ratones fueron
inyectados diariamente con solucion salina para habituar a los ratones a la
manipulacion y disminuir estrés al inicio de la inyeccién con KF. Ambos grupos,
Vehiculo y KF, se compusieron guardando un promedio de PC similar. Durante el
tratamiento los animales fueron mantenidos en cajas de manera individual. A lo largo
del tratamiento se registré el PC, para determinar el cambio del PC, usando la
formula Cambio de PC=PCjna-PCiniciai- EI CA absoluto y normalizado al PC (g de
alimento consumido/g peso corporal X 100), fueron igualmente determinados. La EA
fue calculada usando la formula anteriormente mencionada. Todas las medidas
fueron realizadas a las 09:00 am.

Inyeccion de KF 0.5
mg/kg/dia  (0.25 mg/kg a
las 9:00 am y 0.25 mg/kg a

las 5:00 pm.
v 40 dias de tratamiento
. 1semanade
habituacion - :
(inyeccién con Inicio Final
solucién salina)
‘ | Determinacion del CA, cambio de PCy EA

Figura 23. Representacion esquemética del disefio experimental para la determinacion del efecto del
tratamiento cronico con KF sobre el estado de obesidad. Se realizé un semana de habituacién con
solucién salina al 0.09%, después se inicid el tratamiento de KF i.p. a una dosis de 0.025 mg/kg, a
dos horas del dia (9:00 a.m. y 5:00 p.m.), durante 40 dias en los cuales se evalué CAY PC.

4. EVALUACION DEL EFECTO DEL TRATAMIENTO CRONICO CON
KAEMPFEROL SOBRE LA |INTOLERANCIA A LA GLUCOSA Y LA
SENSIBILIDAD A LA INSULINA

Para determinar si el tratamiento con KF mejora el metabolismo de la glucosa en
ratones obesos, un test de tolerancia a la glucosa (TTG) y un test de tolerancia a la
insulina (TSI) fueron realizados a los dias 32 y 38 de tratamiento, respectivamente.
Ambas pruebas son parametros alterados por la obesidad y se comparoé la respuesta
en animales obesos Vehiculo y KF. El protocolo de cada prueba se describe en los
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puntos siguientes, sefialando que las pruebas fueron hechas con el cuidado
necesario para evitar al maximo el estrés y todo sufrimiento de los animales.

4.1. Test de tolerancia a la glucosa

Esta prueba se realizo en el dia 32 del tratamiento procediendo como se describe a
continuacion (Figura 24). Los ratones se sometieron a ayuno por 6 horas, después
se determind la glicemia basal(punto 0) tomando una gota de sangre de la vena de
la cola a través de un corte minimo del extremo de la cola del animal y usando un
glucédmetro (Accu-check, Roche, México). Acto seguido, se les administré(i.p.) una
carga exogena de glucosa de 2g/kg (Meyer, México), la cual fue disuelta en solucion
salina utilizando una jeringa de insulina. La glicemia fue igualmente (sin hacer nuevo
corte de la cola) determinada 15, 30, 45, 60 y 120 min después de la carga de
glucosa.

4.2. Test de sensibilidad a la insulina

En el dia 38 del tratamiento, un TSI fue practicado (Figura 24). Los ratones se
sometieron a 6horas de ayuno, posteriormente se tomo la glicemia del punto 0, de la
misma manera que en el TTG. Enseguida se les administro i.p. una carga exdégena
de insulina de 1 U/kg (AMSA, México) que se disolvié en solucién salina. En
consiguiente se tomaron muestras sanguineas a los siguientes tiempos: 15, 30, 45,
90 y 120 min, procediendo de la misma manera que en el TTG.

Glucemia
basal

15min 30 min 45min 60 min 120 min
Carga de r 1 | | |'
glucosa

(2g/kg) . i I l I l )

Glucemia |

tratamiento,
respectivamente)

Glucemia

basal
l 15 min 30min 60 min 90 min 120 min
Carga de ’ ] I. I r
16 h de ayuno Insulina f i
' (1U/kg) .i | I _

Glucemia

Figura 24. Representacion esquematica del disefio experimental para las pruebas TTG y TSI
realizadas en ratones obesos tratados crénicamente con KF. Los animales se sometieron a un ayuno
de 6 horas en ambos test, posteriormente se tomd una muestra de sangre basal, a lo que enseguida
se aplicé una carga exodgena de glucosa de 2g/kg (en el caso del TTG) o una dosis de insulina de
1U/kg (en el caso del TSI), se tomaron muestra de sangre al minuto 15, 30, 45, 60 y 120 (TTG) y 15,
30, 60, 90 y 120 (TSI). Las pruebas se realizaron en diferentes semanas.

32



5.EVALUACION DE POTENCIALES CAMBIOS DEL ESTADO INFLAMATORIO
HIPOTALALMICO INDUCIDOS POR EL TRATAMIENTO CRONICO CON
KAEMPFEROL

Para la evaluacion de este punto, el cual consiste en detectar un cambio en la
inflamacion hipotalamica, se realizaron una serie de pasos método logicos que se
describe en detalle en los siguientes apartados.

5.1. Perfusion de los animales

A los animales se les dejo en ayuno durante 1 hora antes del sacrificio, para
homogenizar al maximo el estado metabdlico. Para el sacrificio se utiliz6 una dosis
de eutanasia de 200mg/kg de pentobarbital sédico (Sedalphorte, México). Una vez
profundamente dormidos se les abrid desde la caja toracica hasta el vientre y se
expuso el corazon para ser perfundidos (Figura 25). A través del ventriculo izquierdo
se llevd a cabo la perfusion intracardiaca, la cual se realiz6 primero con solucién
salina durante diez minutos para eliminar la sangre y después con una solucion
fijadora de paraformaldehido (PFA)(Sigma, México) al 4% en PBS (tampdn fosfato
salino)a una temperatura de 4°C. En seguida, se recolectd el cerebro perfundido y
se coloco en PFA(4% en PBS) durante 24 horas (pos-fijacién). Después se
colocaron en solucién de sacarosa al 20% durante 24 horas y para terminar se
incubaron a 4°C en solucién de sacarosa al 30% hasta depositarse los encéfalos en
el fondo del recipiente (deshidratacion).

Figura 25. Imagen ilustrativa del proceso de perfusidon. Muestra una cateterizacion en ventriculo
izquierdo del corazén, por donde se haran los lavados de tejido, en primer paso con solucion salina al
0.09% y en segundo paso con paraformaldehido al 4%.

33



5.2. Cortes histologicos

Se realizaron cortes coronales histolégicos a los cerebros previamente perfundidos y
deshidratados. Para ello, se utiliz6 un criostato manual, con el cual se recolectaron
cortes de hipotdlamo conteniendo el ARC (guiados por un atlas cerebral de
raton)(Figura 26).El espesor de los cortes fue de 30um, y fueron recolectados de
manera seriada en seis tubos conteniendo solucidon crioprotectora(50%
etielinglicol/50% glicerina) y guardados hasta el uso a -20°C.

FIGURE 47

| Interaural 1.86 mm Bregma-1.94mm |
VR el IS PREFN B bl |

Figura 26. Imagen ilustrativa del proceso de obtencion de cortes en criostato (izquierda) del ARC
(circulo rojo, derecha).

5.3. Marcacién inmunohistoquimica de la microglia

Para determinar la densidad de microglia (nUmero de células/area) y su nivel de
activacion, se procedi6 a la realizacion de la inmunodeteccion de la proteina
“‘lonizedcalcium-bindingadaptermolecule  1”(Iba-1), un marcador de células
microgliales. Se tomaron cortes de hipotalamo comprendiendo al menos 3 con ARC.

Los cortes fueron lavados 3 veces por 10min con tampon de fosfatos (PB) 0.1M a
temperatura ambiente (TA), con la finalidad de eliminar la solucion crioprotectora.
Posteriormente se incubaron con H,O, 10% en metanol durante 30 min y luego en
H.0, 10% en tampdn de fosfato (0.1M, pH=7.4) con Tritén X-100 (Sigma, EE. UU) al
3% por 15 min a TA. Después, los cortes fueron lavados con PB (3 x 10 min) e
incubados en seguida por 30 min a TA en solucion de bloqueo conteniendo Suero de
caballo (Sigma, EE. UU) al 5% en PB. En seguida fueron incubados por 48h a 4°C
con el anticuerpo primario anti-lba-1 generado en conejo (Wakochemicals, Japon) en
una dilucion de 1:15000 en PB. Al dia siguiente, los cortes fueron lavados con PB (3
x 10 min) a TA. Luego fueron incubados por 1h a TA con un anticuerpo secundario
generado en raton, biotinilado anti-conejo (Sigma, EE. UU), diluido 1:750 en PB. A
esto le siguié un lavado con PB (3 x 10 min) e incubados con soluciones
conteniendo el complejo avidina-biotina (Vector laboratorios, EE. UU), siguiendo las
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recomendaciones del fabricante. Para eliminar el exceso de complejo avidina-biotina,
los cortes fueron lavados a TA con PB (3 x 10 min). La tincion de la microglia fue
luego desarrollada usando el kit DAB (Vector laboratorios, EE. UU), basado en la
diaminobenzamidina como colorante, siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Luego de un lavado a TA con PB (3 x 10 min), los cortes fueron montados en
laminas cubiertas con 1% de gelatina, cubiertas con cubreobjetos usando Cytoseal
(ThermoScientific, EE. UU) como medio de montaje. Las laminas se dejaron secar
por 24h a TA antes de iniciar el andlisis y captura de microfotografias. En la
realizacion de los inmunomarcajes se tuvo la precaucién de incluir en cada sesion el
mismo numero de animales de cada grupo, para evitar que efectos asociados al
procedimiento de andlisis pudieran comprometer la comparacion entre estos.

5.4. Determinacion del numero y estado de activacion de la microglia

Esta determinacion se basé en un andlisis de las caracteristicas morfolégicas de la
microglia, las cuales reflejan el estado de activacion o reposo de la célula. De esta
manera, a partir de los cortes inmunomarcados con anti-iba-1 se tomaron
microfotografiasde ambos lados del ARC con amplificacion 20X usando un
microscopio eléctrico acoplado a una camara de trasmision en vivo (Ziess,
Alemania). Para evitar sesgo las microfotografias se tomaron en ciego, es decir, sin
saber a qué animal correspondian los cortes, el codigo (la correspondencia de las
muestras) fue conocido después del analisis morfoldégico. La activacion de la
microglia se analizé en el ARC a partir de las microfotografias obtenidas, usando el
programa computacional AxioVision 2.0.(Ziess, Alemania). El estado de activacion
de la microglia fue considerado de acuerdo a los criterios sefialados por(Diz-Chaves
etal. 2012). Estos autores consideran como microglia en reposo la morfologia
representada por las fases I, Il y Ill y como microglia activada la morfologia de las
fases IVy V (Figura 27).

Microglia en reposo Microglia activada

Figura 27. Imagen ilustrativa del estado de reposo (I, Il, 1ll) y de activacion (IV, V) de la microglia
basado en su morfologia (adaptacion de(Diz-Chaves et al. 2012).
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Para el conteo se tomO una éarea uniforme en todos los cortes de 0.1669
mm?comprendida en el ARC (Figura 28), dicho conteo se realizé6 de la misma
manera en el lado opuesto del ARC. En conteo se llevd a cabo en tres cortes del
hipotalamo conteniendo ARC y se determind: 1) la densidad de microglia (nUumero de
microglias/mm?), 2) densidad de microglia activada y 3) el porcentaje de células
activadas. En todos los casos se considerd la sumatoria de células presentes en
ambos lados del ARC de los tres cortes contabilizados.

Figura 28. Imagen ilustrativa del area del ARC (triangulo en rojo) donde se determiné el nivel de
activacién de la microglia. Puntos irregulares en negro corresponden a microglias inmunomarcadas.

6. DETERMINACION DEL EFECTO DE LA ADMINISTRACION CENTRAL DE
KAEMPFEROL SOBRE EL BALANCE ENERGETICO

6.1. Canulacién

Para establecer la capacidad del KF de modular centralmente el BE a ratones con 12
semanas de induccion de obesidad se les implanto estereotaxicamente una canula
de acero inoxidable (Plasticsone, Inglaterra) en el ventriculo lateral derecho
(coordenadas: antero-posterior -0.5 mm; medio-lateral -1.2 mm y dorso-ventral -2.1
mm, del bregma) (Figura 29). Dicha cirugia se llevé a cabo en ratones anestesiados
con Ketamina (100mg/kg)(Sedalphorte, México) y Xilazina(10mg/kg) (Pisa,
México)inyectados via i.p. Durante los 4 dias posteriores a la cirugia, los ratones
recibieron analgésico en el agua (paracetamol 2mg/100mL). La correcta
implantacion de la canula fue verificada post mortem por analisis histologico.
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Figura 29. Imagen ilustrativa de la implantacion de la canula en el ventriculo lateral derecho.
Muestran el esterotaxico ocupado durante la cirugia para la implantacion de canulas en el ventriculo
lateral derecho, con la cual posteriormente se realiz0 la inyeccion intra cerebro ventricular de KF.

6.2. Evaluacion farmacoldgica del efecto de la administracién central de
kaempferol sobre el balance energético

Después de dos semanas de recuperacion posoperatoria, los ratones se pusieron en
ayuno por 24h y en el cambio de la fase de luz (clara a oscura) se les inyect6 via
intracerebroventricular (i.c.v.) 5 pg de KF. La dosis fue elegida en base a
observaciones previas en nuestro equipo de investigacion las cuales mostraron un
efecto sobre el BE de compuestos similares, usando la misma dosis. Luego de la
inyeccion la comida fue regresada a sus jaulas y el CA se midié a 1, 2, 4 y 24h
después de la inyeccién (Figura 30), con el uso de una balanza (Sartorius,
Alemania). El PC fue medido antes de comenzar la realimentacion y 24h después
para calcular el cambio de peso (Figura 30). La EA fue calculada usando el
consumo caldrico y el cambio de peso, como se mencion6 previamente.

Inyeccion i.c.v. de
KF (Sug)

CA CA CA CA/PC

Ayuno de 24h /\ l | l |

1h 2h 4h 24h

Figura 30. Representacion esquematica del disefio experimental para la determinacion del efecto de
la administracion central de kaempferol sobre el balance energético. Esta aplicacién fue i.c.v. de KF a
una dosis de 0.05 mg/kg, en la cual los animales tuvieron un ayuno de 24; se evalu6 CAyPC 1, 2, 4
y 24 horas post inyeccion.
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7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados usando las pruebas: 1) t de Student para la
comparacion de medias entre dos grupos,2) analisis de varianza (ANOVA) de una
via para comparar medias entre 3 grupos, 3) ANOVA de dos vias para comparar
grupos considerando los factores tratamiento y tiempo. Cuando se encontrd
diferencia significativa entre grupos el post-test de Bonferroni fue aplicado para
multiples comparaciones. Valores de p<0.05 fueron considerados como
significativos. Todos los analisis se realizaron usando el programa estadistico
GraphPadPrism6 (La Jolla, California, EE. UU).
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RESULTADOS

1. ESTABLECIMIENTO DE LA DOSIS DE KAEMPFEROL CAPAZ DE MODULAR
EL BALANCE ENERGETICO

Con el objetivo de determinar la dosis de KF necesaria para modular BE, se
administro via i.p. 0.5 6 1 mg/kg a ratones alimentados con dieta estandar (normo-
peso) y se evalud el efecto agudo sobre el cambio de PC, CA y EA. Los resultados
mostraron que la administracion de ambas dosis llevan a una tendencia a reducir la
ganancia de PC con la realimentacion (Figura 31A), esto sin cambios en el CA en
ninguna punto de medicion (Figura 31B y 31C). Interesantemente, los animales
tratados con KF exhibieron una disminucion de la EA, siendo esta significativa con la
dosis de 0.5 mg/kg (Figura 31D).Los resultados de este andlisis de tratamiento
agudo muestran que KF es capaz de reducir la EA, sin cambios en CA. Estos
resultados sugieren que un tratamiento crénico con KF seria capaz de mejorar el
estado de obesidad.
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Figura 31.Efecto del tratamiento agudo (24h, i.p.)con KF sobre el BE. Se evalu6 el cambio de PC (A);
el CA acumulado a 1, 2, 4 y 24h después de la inyeccion (B); el CA normalizado al PC (C) y la EA
(D).Los ratones fueron normo-peso tratados con vehiculo (barra azul), 0.5 mg/kg de KF (barra blanca)
0 1 mg/kg (barra roja). Los datos fueron analizados con una ANOVA de una via (A, C y D) y con
ANOVA de dos vias (B), aplicando el post-test de Bonferroni. *p<0.5, n=6 ratones/grupo.
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2. INDUCCION DE LA OBESIDAD

El modelo en raton de obesidad inducida por dieta esta ampliamente validado en la
literatura(Hariri y Thibault 2010).Luego de la exposicion a la DHL los ratones
comenzaron a ganar PC desde la primera semana (Figura 32A), continuando la
ganancia progresivamente hasta casi duplicar el PC en la semana 12. En términos
de porcentaje los ratones ya presentaban una obesidad leve (ganancia de PC del
10%), la cual se fue consumando a lo largo de las semanas hasta llegar a una
obesidad severa al final de las 12 semanas, 80% mas de PC comparado con el PC
al inicio de la induccion (Figura 32B).
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Figura 32. Induccion de un estado de obesidad en ratones. Evolucion semanal del PC absoluto
durante 12 semanas de consumo de DHL (A) y cambio del PC en porcentaje (B). n=18 ratones.

3. EFECTO DEL TRATAMIENTO CRONICO CON KAEMPFEROL SOBRE EL
BALANCE ENERGETICO EN RATONES OBESOS

Nos propusimos a evaluar si el tratamiento crénico con KF era capaz de mejorar el
estado de obesidad dada su capacidad de regular BE observada. A partir de la
observacion de la prueba en agudo, donde 0.5 mg/kg era capaz de modular la EA,
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decidimos administrar la misma dosis en este estudio. Considerando su corto tiempo
de vida media, se decidio administrar los 0.5 mg/kg inyectando 0.25 mg/kg de KF por
la manana (9:00 am) y otro tanto por la tarde (5:00 pm). Los resultados obtenidos
mostraron que los animales tratados con vehiculo mantuvieron su PC al final del
estudio, mientras que el grupo tratado con KF presentd una pérdida significativa de
PC (Figura 33A).Al igual que en el estudio en agudo, en animales normo-peso, el
KF no tuvo efecto sobre el CA. EI CA acumulado tendié a disminuir (Figura 33B), sin
embargo, se debidé a la pérdida de PC ya que normalizando al PC el consumo
promedio de 24h no se observa la tendencia (Figura 33C). La EA fue I6gicamente
(debido a la pérdida de PC sin cambios en el CA) significativamente reducida por el
KF (Figura 33D).
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Figura 33. Efecto del tratamiento cronico con KF sobre el BE en ratones obesos. Los animales
obesos fueron inyectados diariamente (2 veces/dia), por 40 dias, con solucién Vehiculo (barra blanca)
0 0.25 mg/kg de KF (barra roja. Se evalué el cambio de PC al término del tratamiento (PCina-PCinicial)
(A), el CA acumulado durante el estudio (B), el CA promedio diario normalizado al PC (C) y la EA de
los 40 dias de tratamiento (D). Los datos fueron analizados con una prueba t de Student. *p<0.05,
n=6-7 ratones/grupo.
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4. EFECTO DEL TRATAMIENTO CRONICO CON KF SOBRE LA TOLERANCIA A
LA GLUCOSA Y LA SENSIBILIDAD A LA INSULINA EN RATONES OBESOS

Uno de los parametros mas alterados por la obesidad es la baja tolerancia a la
glucosa y sensibilidad a la insulina. En este sentido,se evaluo si KF es capaz de
mejorar dichos pardmetros. Los datos mustran que el tratamiento con KF no tiene
efecto sobre la tolerancia a la glucosa (Figura 34A y 34C), ni sobre los niveles
basales de glucosa plasmatica (Figura 34B). En cambio, dicho tratamiento tendida
mejorar (p=0.67) la respuesta a la insulina (Figura 34D y 34F). Interesantemente, a
tales alturas del tratamiento con KF (dia 38) los animales tratados presentaron

niveles plasmaticos de glucosa significativamente reducidos, comparados con los
animales Vehiculo (Figura 34E).
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Figura 34.Efecto del tratamiento crénicocon KF sobre la tolerancia a la glucosa y sensibilidad a la
insulina. Al dia 32 de tratamiento los ratones del grupo Vehiculo (linea azul) y grupo KF (linea roja)
fueron sometidos a un TTG (A) con una carga exogena (i.p.) de glucosa (2 mg/kg). La glicemia basal
del grupo Vehiculo (barra blanca) y el grupo KF (barra roja) es mostrada en el panel (B); el area bajo
la curva es presentada en el panel (C). EI mismo procedimiento fue ejecutado para un TSI (1U/kg) al
dia 38 del tratamiento con KF(D). Su respectiva glicemia basal y area bajo la curva son mostradas en
los péneles (E) y (F). Los datos fueron analizados con una ANOVA de dos vias (A) y (D), seguido de

del post-test de Bonferroni, y con una prueba t de Student para el resto de las
comparaciones.*p<0.05, n=6 ratones/grupo.
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5. EFECTO DE LA ADMINISTRACION CRONICA CON KF SOBRE EL ESTADO
INFLAMATORIO DEL HIPOTALAMO

La obesidad asociada a una inflamacion hipotalamica es un campo de estudio
reciente y de gran interés, por lo cual nos preguntamos si KF era capaz de atenuar
dicha inflamacion. Dado el rol central que juega el ARC en la regulacion del BE, nos
enfocamos a determinar el grado de inflamacion en dicho nucleo hipotalamico. Los
resultados obtenidos muestran que KF induce una tendencia a disminuir el nimero
total de microglias en el ARC (Figura 35B y 35D) comparado al grupo Vehiculo
(Figura 35A y 35D). Interesantemente, dicho tratamiento llevo a una reduccion
significativa del nimero total de células activadas (Figura 35B y 35E) y en el
porcentaje de las mismas (Figura 35F).
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Figura 35. Efecto de la administracion crénica con KF sobre el estado inflamatorio del hipotalamo.
Los analisis inmunohistoquimico fueron realizados en cortes de cerebro obtenidos de ratones obesos
tratados con Vehiculo (panel A y barras en blanco) 6 0.5 mg/kg (panel B y barras en rojo). Se
determind el nimero total de células Iba-1 positivas (microglia) (D), el niumero total de células
microgliales activadas (E) y el porcentaje de microglia activada [(microglia activada/microglia total) X
100] (F). La microglia se consider6 activada cuando presentaba una morfologia correspondiente a la
fase IV y V (C), de acuerdo a Diz-Chaves et al., (2012).Imagenes representativas del nivel de
inflamacion (activacion de la microglia) del grupo Vehiculo y KF son ilustradas en (A) y (B),
respectivamente. Los datos fueron analizados con una prueba t de Student. *p<0.05, ****p<0.0001.
n=6 ratones/grupo.
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6. EFECTO DE LA ADMINISTRACION CENTRAL DE KF SOBRE EL BALANCE
ENERGETICO EN RATONES OBESOS

Dado los resultados obtenidos en los analisis previos nos propusimos establecer si el
KF es capaz de modular el BE actuando a nivel central. Para ello nos dimos ala
tarea de evaluar el efecto agudo de su administracion i.c.v. sobre el BE en ratones
obesos expuestos a DHL. Los resultados mostraron que la administracion i.c.v. de
5ugde KF reduce la ganancia de PC durante las 24h de realimentacion comparado
con el grupo Vehiculo (Figura 36A). Con respecto al CA, 2h después de la
administracion de KF los animales mostraron una tendencia a disminuir el consumo
de alimento (Figura 36B). Sin embargo, El CA absoluto acumulado (Figura 36B) o
normalizado al PC (Figura 36C) no presentd modificacion por el KF. Lo anterior llevo
a reflejar una disminucién de la EA (Figura 36D) en el grupo KF comparado con el
grupo Vehiculo.
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Figura 36.Efecto agudo de la administracion i.c.v. de KF sobre el BE en ratones obesos. Se evaluo el
efecto de la inyeccién en el ventriculo lateral de 5ug de KF sobre: el cambio de PC (A), CA
acumulado (B), CA normalizado al PC (C) y la EA (D). EIl grupo Vehiculo (barras en blanco) recibié 2
pL de DMSO vy el grupo KF (barras en rojo) 5ug de KF disueltos en 2 uL de DMSO. Los datos fueron
analizados con una ANOVA de dos vias (B) seguido del post-test de Bonferroni y con una prueba t de
Student (A, C y D). *p<0.05. n= 6 ratones/grupo.
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DISCUSION

La obesidad y sobrepeso no solo representan un problema estético, por la
acumulacion de tejido graso, pues ademas estd relacionada estrechamente con
otras condiciones médicas como afecciones cardiacas, hipertension arterial,
problemas respiratorios, problemas gastricos e incluso sindromes de depresion, asi
como algunos tipos de céancer (Galicia-Negrete y Falfan-Valencia 2017; Kolb et al.
2016). Otra de las afecciones que van de la mano con la obesidad es el sindrome
metabdlico, el cual se ha observado en pacientes obesos a través de un desbalance
en los niveles plasmaticos de lipidos (triglicéridos, acidos grasos libres y colesterol),
hiperglucemia e insulinoresistencia(Jais y Brining 2017b). El alto costo social y
econodmico, debido al alto gasto ocasionado a pacientes y al sector salud de los
gobiernos, de la obesidad vuelve indispensable investigar para desenmarafiar las
bases fisiopatolégicas implicadas en el desarrollo de esta enfermedad. Los
mecanismos del desarrollo de la obesidad no estdn aun completamente
comprendidos, pero algunas lineas de investigacion sugieren que el desarrollo de un
cuadro de inflamacion, en respuesta a un sobre consumo de DHL, pueden inducir un
estado de obesidad (Valdearcos et al. 2014). Nuestro equipo de trabajo demostro
recientemente el rol causal de la respuesta inflamatoria en el desarrollo de obesidad,
ya que bloqueando dicha respuesta, a través de la inhibicidén de la proliferacion de la
microglia hipotaldmica, se logré bloquear la ganancia de PC de ratones expuestos a
una DHL (André et al., 2017).

Los flavonoides son compuestos aromaticos con sustitucion de grupos
hidroxilos(Veeramuthu et al. 2017). Dentro de este amplio grupo se encuentran la
quercetina, rutina, leutonina, KF, entre otros, dichos compuestos son de una
abundancia alta en el mundo vegetal. Dichos compuestos han despertado un gran
interés gracias a sus propiedades como antioxidantes (Valdearcos etal. 2014).
Ademas, sus propiedades antiinflamatorias también han llamado ampliamente la
atencion para su estudio en el contexto de la obesidad y enfermedades relacionadas
como la DT2(M. Calderon-Montano et al. 2011; Pietta 2000). El bajo consumo de
vegetales y su correspondiente bajo consumo de flavonoles como la quercetina y el
KF, asociado al estilo de alimentacion moderna, podria explicar el boom de la
prevalencia de obesidad y DT2. Sin embargo, pocos estudios han sido realizados
para conocer sus efectos reales sobre la obesidad y ninguno se ha hecho para
relacionar beneficios metabdlicos con actividad sobre la inflamacion metabdlica. En
este sentido, el objetivo de este trabajo fue determinar si el tratamiento con KF es
capaz de: 1) disminuye el estado de obesidad, 2) reducir el estado inflamatorio
hipotalamico y 3) actuar sobre el BE a nivel central. Un estudio previo realizado por
da-Silva et al., (2007) mostré que el KF es capaz de inducir el GE,in vitro usando
células musculares mostraron que este compuesto induce la expresion y actividad
de la deiodinasa 2 (Dio2), enzima responsable de la activacion de la hormona
tiroidea por ende un aumento en la termogénesis(da-Silva etal. 2007). Dicho
mecanismo es regulado criticamente por el sistema de las melanocortinas (POMC-
>aMSH->MC4R) a nivel del hipotalamo(Contreras etal. 2017). En base a lo
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mencionado arriba, estudiamos en ratones normo-peso el efecto de la administracion
i.p. de 0.5 6 1 mg/kg de KF sobre el balance BE. Los resultados mostraron una
tendencia a reducir la ganancia de PC durante 24h de realimentacién en el grupo
tratado con KF. Dicha tendencia fue asociada con una disminucién en la EA a la 24h
con la dosis de 0.5 mg/kg. Ningin cambio en los valores del CA fue observado. La
disminucién de la EA sugiere un aumento de GE probablemente a través de una
promocion por el KF de la termogénesis, como observado por da-Silva y
colaboradores (2007). El efecto del KF pudo haber sido ejercido a nivel periférico
(en musculo) (da-Silva et al. 2007). Sin embargo, un aumento en la termogénesis a
nivel del tejido adiposo pardo o blanco, como consecuencia de la accién del KF
sobre el hipotdlamo, no puede ser excluido, dada su capacidad de modular el
sistema de las melanocortinas(Park et al. 2010).

Dado que el KF redujo la EA en 24h y tendié a reducir la ganancia de PC, nosotros
hipétetisamos que una administracion cronica mejora el estado metabdlico de
ratones obesos. Cabe sefalar que el modelo de obesidad inducida por DHL es un
modelo ampliamente usado y validado para este tipo de estudios(Hariri y Thibault
2010). En nuestro caso, los ratones expuestos a la DHL desarrollaron un cuadro de
obesidad severa (aumento de PC de 80% con respecto al PC inicial) en el lapso de
12 semanas de exposicion. Para probar nuestra hipétesis, la dosis que mostro efecto
sobre la EA (0.5 mg/kg repartida en dos inyecciones por dia de 0.25 mg/kg) fue
administrada durante 40 dias a ratones obesos alimentados con una DHL. Una
reduccion del PC asociada a una disminucion de la EA apoyaba nuestra hipotesis.
Posteriormente evaluamos que KF pudiera tener un afecto sobre el metabolismo de
la glucosa que, como sabemos, en un proceso de obesidad se ve altamente
alterado. Para ello se realizaron TTG y TSI. Los datos obtenidos de dichas pruebas
mostraron una disminucion de la glucemia basal a los 38 dias de tratamiento con KF
fue observada, asi como una tendencia (p=0.067) a mejorar la respuesta a la
insulina, la cual podria alcanzar significancia de continuar el tratamiento mas alla de
40 dias, pero no mostr6 cambio a los 32 dias en el TTG. Queda igualmente la
incognita de saber si el TTG hubiese mostrado diferencias si se aplicase hacia el
final del tratamiento o después. La necesidad de una cronicidad del tratamiento para
ver efectos mas marcados es apoyada por las observaciones reportadas por Torres-
Villareal y colaboradores (2019), quienes observaron beneficios metabdlicos en
ratones obesos alimentados con una dieta rica en flavonoides durante 28 semanas
(~200 dias de tratamiento) (Torres-Villarreal et al. 2019). Nuestros resultados son
consistentes con la literatura, en la cual se encuentra que compuestos
emparentados con el KF, como la quercetina, pueden tener un beneficio en la
obesidad y la regulacion de la glucosa en sangre, ademas, de sus propiedades anti-
inflamatorias(Mahat et al. 2010; da-Silva et al. 2007). Para explicar los mecanismos
de accidon subyacentes a la regulacion de la glucemia se han propuesto varias vias
de sefalizacion, pero aun no se ha definido un mecanismo, algunos estudios
sugieren que pueden estar regulados por las enzimas AMPK Y MAPK. (Ahn et al.
2008; Zhang et al. 2016).
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Las dietas ricas en grasa, comiunmente consumidas en el estilo de vida moderno,
tienen un impacto negativo sobre el sistema de regulacién del BE. Diversos reportes
de la literatura han mostrado su efecto inductor sobre la resistencia a la insulina y
leptina, que representan un par de mecanismos complejos por los cuales se regula
el BE y que son altamente sensibles a los efectos negativos de los &cidos grasos
saturados a nivel del ARC (Ando et al., 2008; Enriori et al., 2007). También se ha
reportado que dietas ricas en grasas saturadas promueven una respuesta inmune en
el hipotalamo, pero esto puede cambiar a lo largo del tiempo de exposicion a la dieta
como lo reporta Baufeldy colaboradores (2016). Este tema parece ser muy discutido
pero concuerdan en la capacidad de las DHLs de activar la respuesta inmune innata
del cerebro. Todo esto afecta al balance energético en el hipotalamo, el cual al estar
desbalanceado puede llevar a un cuadro de obesidad (Baufeld etal. 2016;
Valdearcos et al. 2014, Yi et al. 2012). Dado que esta inflamacion central conlleva a
un cuadro de obesidad, determinamos evaluar potenciales cambios en los niveles
de activacion de la microglia en el ARC por efecto del tratamiento créonico con KF. El
tratamiento por 40 dias llevd a una reduccion significativa de los niveles de
activacion de la microglia. EI nimero absoluto y el porcentaje de células activadas
en los animales KF fueron menores al presentado en el grupo Vehiculo. Lo que nos
sugiere una disminucién del estado inflamatorio del mencionado nucleo del
hipotalamo. Al no contar con marcadores de citocinas proinflamatorias, esta
posibilidad es meramente especulativa. Sin embargo, esta hipotesis es apoyada por
reportes en la literatura de estudios in vitro sobre la propiedades antiinflamatorias del
KF, el cual disminuye la presencia de citocinas(Mahat et al. 2010).

Las observaciones del presente estudio concernientes a los efectos del KF sobre
procesos regulados por el hipotalamo como el BE, ademas de la disminucion del
estado inflamatorio del ARC, sugieren una accion central del KF. Para tratar de
responder esta hipoétesis realizamos una estrategia experimental que consistio en la
administracion i.c.v. de KF y se evalu6 su efecto sobre el BE. El tratamiento agudo
con KF disminuyd significativamente la ganancia de PC y la EA, sin cambios en el
CA acumulado de 24h. Estos resultados muestran la capacidad del KF para modular
centralmente el BE, confirman la hipotesis de la implicacion de una accion central en
los efectos observados cuando es administrado periféricamente (i.p.). La accion del
KF a nivel del ARC no puede ser garantizada, ya que el compuesto fue inyectado en
el ventriculo lateral. Sin embargo, es muy probable que a ese nivel pueda estar
ejerciendo sus efectos, ya que en esta estructura reside el sistema de las
melanocortinas y el sistema de la hormona tiroidea cuya funcion es esencial para la
regulacion del GE(Contreras et al. 2017). Una manera de esclarecer esta cuestion es
analizando la expresion de componentes de dichos sistemas en el ARC luego de
una administracion aguda de KF. El andlisis del nivel de activacion de la microglia en
otras zonas del cerebro enratones tratados cronicamente con KF seria de gran
utilidad para establecer si los efectos antiinflamatorios son exclusivos del ARC.
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CONCLUSION

Los resultados de esta trabajo muestra que el KF es capaz de regular el BE tanto en
ratones normo-peso como en ratones obesos. Ademas, el tratamiento cronico con
KF mejora el estado de obesidad de ratones con obesidad inducida por la dieta.
Dicho efectos son asociados con una mejora del metabolismo de la glucosa y del
estado inflamatorio del ARC, el centro regulador del BE. La reproduccion de los
efectos observados con la administracién periférica cuando el KF es administrado
centralmente sugiere que los efectos de este flavonoide son ejercidos, al menos en
parte, a nivel central. En este trabajo mostramos por primera vez que KF es capaz
de regular el BE a nivel central y la inflamacion hipotalamica. Sin embargo, se
requieren mas estudios para determinar los mecanismos subyacentes a estos
efectos. A partir del resultado global de este trabajo podemos concluir que el uso del
KF se presenta como una nueva estrategia terapéutica para el combate de la
obesidad y sus enfermedades asociadas, enfocadndose en sus efectos
hipotalamicos. No obstante, un cuidado especial debe ser tomado para su manejo
dado su alta inestabilidad. Un modelo del mecanismo de accion de los efectos del
kaempferol es presentado en la Figura 37.
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Figura 37. Modelo del mecanismo de accién del KF para inducir sus beneficios metabélicos. El KF
proveniente de los alimentos actia a nivel del ARC para reduciendo el nivel de activacion de la
microglia inducida por el consumo de DHL. La reduccién de la inflamacion restablece la sensibilidad a
la insulina y homeostasis de la glucosa, asi como los procesos de termogénesis, restableciendo a su
vez la correcta regulacion del BE.
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PERSPECTIVAS

Del presente trabajo se desprenden varias preguntas cuyas respuestas
consolidarian el entendimiento de los mecanismos de accion del KF. Primero, seria
importante medir los niveles plasmaticos de indicadores metabdlicos (triglicéridos,
colesterol, insulina, etc.), de marcadores de toxicidad (enzimas hepaticas, creatinina,
etc.) y marcadores inflamatorios periféricos (IL-1B). Esto ayudaria a una mejor
comprension de los efectos del KF y ayudarian a excluir un peligro de su uso por
razones de toxicidad. Segundo, un analisis de expresion de marcadores
proinflamatorios a nivel del hipotdlamo luego de una administracion i.c.v. con KF.
Tercero, analizar los niveles de activacion de la microglia en otras aéreas para
mostrar que los efectos de KF son tejido-especificos (ARC). Cuarto, mostrar que el
KF es capaz de alcanzar el ARC, administrandolo i.p. y sacrificando en un
determinado tiempo para analizar por cromatografia la presencia del KF en el ARC.
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ESTABLECIENDO EL ROL DEL HIPOTALAMO EN LOS EFECTOS
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Resumen

La obesidad es el principal problema de salud publica en el mundo debido a su estrecha relacion con
enfermedades como la diabetes de tipo 2, dislipidemia, etc. La obesidad surge de una desregulacion
hipotalamica del balance energético (BE), es decir, el hipotadlamo pierde la capacidad de mantener
un equilibrio entre el consume y gasto de calorias. El consumo excesivo de comida chatarra, ricas en
grasas saturadas y azicares refinados, lleva a un proceso de inflamacion hipotalamica como estado
inicial de la perdida de la regulacion del BE y consiguiente desarrollo de obesidad. Por otro lado, el
kaempferol, un flavonoide presente en vegetales, es conocido por regular el BE e inflamacion. En
este senftido, el objetivo de este trabajo fue determinar si el kaempferol es capaz de regular el BE y
la inflamacion hipotalamica en raton obesos. La administracion intracerebroventricular aguda de
kaempferol redujo el consumo de alimento, la ganancia de peso y la eficiencia alimentaria. El
tratamiento cronico intrapentoneal redujo peso corporal y eficiencia alimenticia. Interesantemente,
datos preliminares mostraron que las mejoras metabélicas son asociadas a una reduccion del estado
inflamatorio en el hipotalamo. Este trabajo muestra por primera vez la asociacion del hipotalamo con
los beneficios metabolicos del kaempferol. Asi, el uso del kaempferol surge como una estrategia
para tratar |a obesidad a través de la comeccion de las alteraciones hipotalamicas.

Palabras claves
Obesidad, BE, Hipotalamo, Inflamacion hipotalamica, Kaempferol.
Introduccion

La obesidad resulta de una ruptura del equilibro energético del organismo, conocido como BE, es
decir el consumo de calorias supera a las calorias gastadas. Dicho equilibrio energético es regulado
por el cerebro, a través de una participacion critica del hipotalamo. En el nicleo arqueado del
hipotalamo, se detecta el nivel de energia del organismo interpretando sefiales homonales y
nutrientes a través del sistema de las melanocortinas, induciendo respuestas de apetito o anorexia
dependiendo del estado (Arble et al. 2013). El mecanismo encargado de mantener la homeostasis
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energética consta de dos poblaciones neuronales antagdnicas entre si, las neuronas que expresan
neuropeptido Y (NPY) y la proteina relaciona con agouti (AgRP), de tipo orexigénicas, y su
contraparte las neuronas de proopiomelanocortina (POMC) y el transcrito relacionado a cocaina y
anfetamina (CART), de tipo anorexigénicas (Thaler et al, 2012). Este fino balance puede ser
alterado por un consumo excesivo de grasas saturadas, que forman parte de la alimentacion
modemna, incluso pueden llevar a una activacion de células microgliales, las cuales son células
inmunologicas del cerebro, provocando una inflamacion y consecuente al desarrollo de obesidad
(André et al., 2017).

Se ha observado que blogueando la activacion microglial, se protege del desarrollo de obesidad
inducido por dieta hiperlipidica en animales de experimentacion. Por ofro lado, el kaempferol (KF),
un compuesto de tipo flavonoide presente en gran cantidad de frutas y vegetales, es reconocido
como regulador del metabolismo energético y antinflamatorio (da Silva et al., 2007). En este sentido,
el objetivo global de este trabajo fue estudiar el efecto del tratamiento cronico con KF sobre el BE en
ratones cbesos.

Antecedentes

Estudios previos de nuestro equipo de trabajo mostraron que la inflamacion en el hipotalamo, el
centro de regulacion del BE, inducida por consumo de dieta hipercaléricas, juega un rol central en el
desarmollo de obesidad (André et al,, 2017). Datos de la Iiteratura muestran la capacidad del KF para:
reducir la inflamacién (Kadieglu et al., 2015), inducir el gasto energético (da Silva et al., 2007) y
aumentar la expresion de POMC en el hipotalamo (Park ef al, 2010). Asi, en este trabajo se
investigo si el KF es capaz de modular el BE a través de efectos centrales.

Objetivos

1. Evaluar si la administracion cronica de KF via intrapertoneal (i.p.) modula el balance
energéfico.
2. Determinar si la administracion intracerebroventricular (i.c.v.) de KF ejerce efecto sobre el BE.

Materiales y Métodos

Todos los expenmentos se realizaron en ratones de la cepa C5TBI/GJ, los cuales se adquirieron del
Instituto de Neurobiologia de la UNAM (Juriquilla, Querétaro, México), los cuales fueron mantenidos
en ciclos de luz/oscuridad de 12h y a una temperatura de 22 + 2°C, con acceso a alimentos y agua
ad libitum (a menos que se indique lo contrario). Toda manipulacion se llevo a cabo siguiendo las
pautas de los reglamentos nacionales (NOM-062-Z00-1999) e internacicnales (Institutos Nacionales
de Salud) para el cuidado y uso de animales de laboratorio. Para inducir la obesidad, durante 12
semanas los ratones consumieron una dieta hiperlipidica (60% de calorias provenientes de la grasa).
Para el objetivo 1, los animales fueron inyectados via i.p. a una dosis de 0.25 mglkg, dos veces por
dia, por 40 dias y el consumo de alimento y el peso corporal fue monitoreado para determinar el
consumo total de alimento y el cambio de peso en ese penodo. Para el objefivo 2, después de las 12
semanas de induccion de cbesidad, los ratones fueron anestesiados con ketamina (100 mg'kg, 1.p.)
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y xilazina (10 mg'kg, i.p.) v una canula se les implanto en las siguientes coordenadas del bregma
(antero-posterior -0.5 mm; medio-lateral -1.2 mm y dorso-ventral -2.1 mm). Después de dos
semanas de recuperacion los animales obesos fueron puestos en ayuno por 24h y una dosis de 5pg
por raton de KF fueron administrados via i.cv. y el consumo de alimento fue monitoreado a los
siguientes tiempos: 1, 2, 4 y 24h después de la inyeccidon. El cambio de peso en 24 horas fue
determinado y la eficiencia alimentaria fue calculada. Los datos fueron analizados utilizando el
paquete estadistico GraphPad Prism Version 6.00 (La Jolla, California, EUA).

Resultados

La administracién i.p. de KF durante 40 dias llevd a una disminucién de peso corporal (Fig. 1A). El
tratamiento, sin embargo, no afectd el consumo de alimento durante los 40 dias (Fig. 1B y 1C). Al
disminuir el peso corporal sin cambies en el consume de alimento llevo a una reduccion de la
eficiencia alimentana (Fig. 1D). Estos datos muestran que la inyeccion cronica i.p. de KF es capaz
de modular el BE, reduciendo la capacidad de transformar las calorias consumidas en peso corporal.
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Figura 1. Evaluacion del tratamiento cronico con KF en ratones obesos. 0.25 mghkg de KF fueron
administrados via i.p. por 40 dias y el cambio de peso corporal (A), el consumo de alimento (By C)y
la eficiencia alimentana (D) fueron determinados. Datos analizados por t de Students. *p<0.5. n=7
por grupo.
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Debido a que el BE es regulado criticamente en el hipotalamo, la modulacién del BE mostrada por el
resultado obtenido del tratamiento i.p. sugiere que el KF puede actuar centralmente. Para probar
esta hipotesis se analizaron los efectos de la administracion icv. de KF sobre el BE. La
administracion de KF en ratones obesos redujo la ganancia de peso corporal, 24 horas después de
la inyeccion (Fig. 2A). La misma inyeccion tendid a reducir el consumo de alimento, 2 horas después
del reto (Fig. 2B) y disminuyd la eficiencia alimentana (Fig. 2C). Los datos obtenidos de la
administracién i.cv. de KF indican que este compuesto flavonoide es capaz de actuar a nivel
cerebral para modular el BE.
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Figura 2. Evaluacion del tratamiento agudo con KF en ratones obesos. 5 pg de KF fueron
administrados via i.c.v. y el cambio de peso corporal (A), el consumo de alimento en 24-h (B) y la
eficiencia alimentaria en 24-h (C) fuercn determinados. Datos analizados por ANOVA de una via o t
de Students. *p<0.5. n=7 por grupo.

Conclusiones

Los resultados obtenidos de este trabajo muestran por primera vez la capacidad del kaempferol de
regular centralmente el BE, promoviendo mejoras en ratones obesos. Ademas, datos preliminares
(no mostrados) sugieren que el tratamiento crénico via i.p. es capaz de reducir el estado inflamatonio
del hipotalamo. Asi, el uso adecuado de este flavoncide, altamente sensible al calor, podria ser una
estrategia terapeutica para el combate de |la obesidad y enfermedades relacionadas a traves de sus
efectos regulatorios a nivel central.
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Anexo 5

Romero-Juarez P, Urquiza-Martinez M, Visco D, Medina-Navarro R, Mercado-
Camargo R, Toscano A, Manhédes-de-Castro R, Torner L, Cota D & Guzman-
Quevedo O. Kaempferol induces metabolic benefits by regulating the energy
balance and hypothalamicinflammation. Articulo original en preparacion para
someter a la revista Journal of Neuroinflammation o Nutrients.
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Fig. 1. Romero-Juarez et al.
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Fig. 2. Romero-Juarez et al.

3 Vehicle

3 Vehicle
mm KF

A

(B} axejul pooj aAeNWNY

!
1

I
—

T T T T T 1

(B) sbueyo wbiam Apog

) Vehicle
mm KF

D

— Vehicle
mm KF

C

1.0

T
L
o

o

T T T 1
S v o 1 o
e -— -— n/__

(paysebul mwtm_mo\_.___mm >.>mv

foualole paad

7
6

T T T 1
0 < & N

(001..Mg B/B)
ayejul poo) abelery

T
- O

67



Fig. 3. Romero-Juarez et al.
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Fig. 4. Romero-Juarez et al.
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Fig. 5. Romero-Juarez et al.
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