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Resumen 

 
Universidad Autónoma de Nuevo León 
Facultad de Medicina 
ANÁLISIS DEL PATRÓN DE EXPRESIÓN DE EBF2 DURANTE EL 
DESARROLLO DEL HIPOTÁLAMO LATERAL DE RATÓN 
Número de páginas 65 
 
Xico Alberto Acosta Villalobos Julio 2018 
  
 
Área del estudio- desarrollo del sistema nervioso 

Propósito y método del estudio. El área hipotalámica lateral es una región del 
cerebro que juega un papel fundamental en la regulación de aspectos clave del 
comportamiento en vertebrados. Se ha visto que el factor de transcripción EBF2 y las 
orexinas tienen una relación recíproca en dicha región. Sin embargo, no se conoce la 
naturaleza de esta relación. 

El objetivo del estudio es definir el patrón de expresión de Ebf2 durante el 
desarrollo del hipotálamo lateral en el modelo Mus musculus y conocer su relación con 
las neuronas de orexina. Se realizaron ensayos de inmunofluorescencia de doble marcaje 
dirigido hacia EBF2 y hacia orexinas y otros péptidos del hipotálamo lateral, en el ratón 
adulto y en embriones. Para esto, se realizó eutanasia de ratones adultos y ratones 
gestantes para obtener cerebros de adultos y embriones en etapas E14.0, E15.0 y E17.0. 

Contribuciones y conclusiones. EBF2 se expresa en el hipotálamo lateral del ratón. 
A ese mismo nivel, y de manera intercalada, se encuentran cuerpos de neuronas de 
orexina-B, MCH, CART, neurotensina y receptor de leptina. EBF2 no colocaliza con 
orexina-B, MCH o CART. Del receptor de leptina no se obtuvieron resultados 
concluyentes. Neurotensina presenta colocalización con EBF2 en una proporción de sus 
neuronas. En el embrión, se encontró presencia de EBF2 en el hipotálamo en desarrollo, 
así como cuerpos de neuronas de orexina-A, sin colocalización. Como hallazgo, EBF2 
colocaliza con CART en algunas de las neuronas del epitelio olfatorio. EBF2 se detecta 
en el hipotálamo desde fases embrionarias y persiste en el hipotálamo lateral en la etapa 
adulta, por lo que pudiera jugar un papel importante en el desarrollo de dicha región. Se 
concluye que aunque las neuronas de orexina requieren de la función de EBF2 por los 
antecedentes, dicha función no se da por regulación directa del gen HCRT o de otros 
genes dentro de las neuronas de orexina, y la relación parece ser indirecta. 

 
 
 
 

____________________________________________ 
Dra. en C. Viviana Chantal Zomosa Signoret 

Director de Tesis 
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ABREVIATURAS 

6-FAM – 6-carboxifluoresceína 

AC – adenilato ciclasa 

ACTH – hormona adrenocorticotrópica 

ARAS – sistema activador reticular 

ascendente 

Arc – núcleo arqueado 

ARN – ácido ribonucleico 

BNST – núcleo del lecho de la estría 

terminal 

cAMP – monofosfato de adenosina 

cíclico 

cDNA – ADN complementario 

COE2 – nombre alterno de EBF2 

CRH – hormona liberadora de 

corticotropina 

DAPI – 4’,6-diamino-2-fenilindol 

EBF2 – factor de células B tempranas 2 

DEPC – dietil pirocarbonato 

DORA – antagonista dual de receptor de 

orexina 

dpc – día post-coito 

DR – rafe dorsal 

DREM – transición directa de vigilia a 

sueño REM 

E1 – día embrionario 1 

EBF2 – factor de células B tempranas 2 

EDTA – ácido etilendiaminotetraacético 

EMSA – ensayo de retardo en la 

movilidad electroforética 

ERK – cinasa regulada por señal 

extracelular 

FISH – hibridación in situ 

fluorescenteGABA – ácido 

aminobutírico gamma 

GC – guanilato ciclasa 

GIRK – canales de calcio regulados por 

proteína G 

GLUT – transportador de glucosa 

GnRH – hormona liberadora de 

gonadotropina 

HCRT – gen hipocretina (gen prepro-

orexina) 

HLA – antígeno leucocitario humano 

HLH – hélice bucle hélice 

HRP – peroxidasa de rábano picante 

ICV – intracerebroventricular 

IP3 – inositol trifosfato 

KO – knockout 

LC – locus cerúleo 

LepR – receptor de leptina 

LCR – líquido cefalorraquídeo 

LDT – núcleo tegmental laterodorsal 

LHA – área hipotalámica lateral 

LTu – núcleo tuberal lateral 

MAPK – cinasa de proteína activada por 

mitógeno 

MCH – hormona concentradora de 

melanina 

mRNA – ARN mensajero 
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NAc – núcleo accumbens 

NMDA – N-metil-D-aspartato 

NO – óxido nítrico 

NPY – neuropéptido Y 

NREM – sueño no-REM 

Nts – neurotensina 

NTS – núcleo del tracto solitario 

O/E-3 – nombre alterno de EBF2 

OX – orexina 

OX-A – orexina-A 

OX-B – orexina-B 

OXN – neurona de orexina 

OXR-1 – receptor de orexinas 1 

OXR-2 – receptor de orexinas 2 

P1 – día postnatal 1 

PAG – sustancia gris periacueductal 

PBS – solución salina tamponada con 

fosfato 

PCR – reacción en cadena de la 

polimerasa 

PeF – núcleo hipotalámico perifornical 

PH – área hipotalámica posterior 

PI3-K – fosfatidilinositol 3-cinasa 

PLA2 – fosfolipasa A2 

PLC – fosfolipasa C 

PLD – fosfolipasa D 

POA – área preóptica 

POMC – proopiomelanocortina 

ppNts – prepro-neurotensina 

PPT – núcleo pedunculopontino 

pPVN – núcleo paraventricular, fracción  

parvocelular 

PVN – núcleo paraventricular 

qPCR – reacción en cadena de la 

polimerasa en tiempo real 

REM – sueño de movimientos oculares 

rápidos 

REM-on – neuronas activas durante 

REM 

RT – retrotranscripción 

SORA – antagonista sencillo de receptor 

de orexina 

TBS – solución salina tamponada con 

Tris 

TMN – núcleo tuberomamilar 

TRP – receptor de potencial transitorio 

VLPO – núcleo preóptico ventrolateral 

VTA – área ventral tegmental 

W/REM-on – neuronas activas durante 

vigilia y REM 
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I. MARCO TEÓRICO 

1. AREA HIPOTALÁMICA LATERAL 

1.1 Generalidades 

El hipotálamo es una estructura cerebral altamente conservada en especies de 

vertebrados con una función esencial en la regulación de aspectos claves en la 

homeostasis fisiológica y en el comportamiento.1 

Se localiza en la porción más ventral del prosencéfalo. El hipotálamo es considerado 

un centro de respuesta para mantener un equilibrio homeostático, ya que recibe una gran 

cantidad de estímulos neurales y humorales del organismo y, a su vez, controla al 

sistema endócrino, autónomo y otras áreas del sistema nervioso central.1 La función 

hipotalámica depende del efecto de una red altamente diferenciada de núcleos 

hipotalámicos con distintas poblaciones, circuitos y neurotransmisores.2 

El área lateral hipotalámica (LHA) o hipotálamo lateral, juega un papel fundamental 

en la regulación de aspectos clave del comportamiento en vertebrados, como excitación, 

ingesta, balance energético, estrés, recompensa y conducta motivada. En las últimas 

décadas, ha habido un progreso sostenido en la comprensión de la función del LHA con 

descubrimientos a nivel celular, molecular y de sistemas. Sin embargo, los mecanismos 

básicos que explican la función de los circuitos del LHA se comprenden poco, debido a 

la heterogeneidad neuronal, complejidad citoarquitectónica y función dependiente de 

estado conductual.2 

1.2 Poblaciones neuronales 

Las neuronas del LHA se identifican por la expresión de marcadores específicos, 

como neuropéptidos o receptores (figura 1). Las dos principales poblaciones del LHA 

son las neuronas de orexina3,4 y las neuronas de hormona concentradora de melanina 

(MCH)5. Sin embargo, existen otras poblaciones específicas, algunas con marcadores 

que se sobreponen: CART, neurotensina, galanina, LepRb, MC4R, entre otras (Figura 

1).2 
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Figura 1. Principales poblaciones neuronales del hipotálamo lateral. 

Representación esquemática de tipos celulares en LHA. Abreviaciones: CART – transcrito regulado por cocaína y 
anfetamina, CRH – hormona liberadora de corticotropina, Dyn – dinorfina, Enk – encefalina, Gal – galanina, Hcrt/Ox 
– hipocretina/orexina, LepRb – forma larga del receptor de leptina, MC4R – receptor de melanocortina 4, MCH – 
hormona concentradora de melanina, Nts – neurotensina, N/OFQ – nociceptina-orfanina FQ, PV – parvalbúmina, TH 
– hidroxilasa de tirosina, TRH – hormona liberadora de tirotropina, UCN3- urocortina-3.2 

 

2. SISTEMA OREXINÉRGICO 

2.1 Introducción 

El sistema orexinérgico es un sistema neuronal compuesto por una población 

pequeña de neuronas que producen orexinas como neurotransmisores. Éstas tienen un 

efecto excitatorio en las regiones que promueven vigilia, tales como corteza cerebral, 

hipotálamo, tálamo y tallo cerebral6. En el humano adulto, se estima un número de 

70,000 neuronas orexinérgicas7, mientras que en el ratón, se estima un promedio de 

1400-2000 neuronas8,9. 

Existen dos orexinas (OX), A y B, también conocidas como hipocretinas 1 y 2, 

respectivamente6. Fueron descritas por primera vez en 1998 por dos grupos diferentes. 

Sakurai y colaboradores las llamaron orexinas, ya que descubrieron que éstas 

incrementan la ingesta al administrarse en ratas4. De Lecea y colaboradores, por otro 

lado, las llamaron hipocretinas, un término derivado de las palabras “hipotálamo”, por su 

localización, y “secretina”, por su homología con la secretina3. 

Amilina 

Nesfatina-1 
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Las orexinas son neurotransmisores de naturaleza peptídica, los cuales constituyen 

una familia única al no presentar homología con otros péptidos descritos10. Ambas 

orexinas se derivan de un péptido precursor común, llamado prepro-orexina3 (figura 2), 

producto del gen hipocretina (HCRT). Este gen tiene una longitud de 1432 pb, y está 

compuesto por dos exones separados por un intrón.11 

Orexina-A (OX-A) es un péptido de 33 residuos aminoacídicos, con un residuo 

piroglutamil en el extremo N-terminal, dos puentes disulfuro internos y amidación C-

terminal. Su estructura se conserva completamente en mamíferos10. Orexina-B (OX-B) 

es un péptido lineal de 28 residuos aminoacídicos, con amidación en extremo C-

terminal. Su secuencia de aminoácidos se encuentra altamente conservada entre 

especies, y la mitad C-terminal es muy similar a la de orexina A10. 

  

Figura 2. Orexinas y receptores de orexina. 

Ambos péptidos, orexina-A y orexina-B provienen de un precursor llamado prepro-orexina. El receptor de orexina 1 
(OXR1) es específico para Orexina-A, y está acoplado a proteína Gq,mientras que el receptor de orexina 2 (OXR2) 
reconoce ambos péptidos y está acoplado a proteína Gq o Gi/Go.10 

Además de liberar orexinas, las neuronas del sistema orexinérgico también liberan 

glutamato12, dinorfina13 y neurotensina14. Estos neurotransmisores actúan en sinergia 

con las orexinas. Sin embargo, las orexinas juegan el papel principal dentro del sistema 

orexinérgico, ya que los modelos nulos para orexinas o para receptores de orexinas, y los 

modelos de ablación de neuronas de orexina presentan un fenotipo similar15. 

GKR Secuencia señal 

Prepro-orexina 

Orexina-A Orexina-B 

Receptores de orexina 
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2.3 Transducción de señal orexinérgica 

Se han descrito dos receptores de orexinas, OXR-1 y OX-R2, también conocidos 

como HCRTR-1 y HCRTR-2. OXR-2 tiene la misma afinidad para ambos péptidos, 

mientras que OXR-1 presenta una mayor afinidad para orexina A. Son receptores 

acoplados a proteína G, de clases Gq, Gs y Gi
16–18. 

La transducción de señal de las orexinas se puede dar por diferentes vías 

intracelulares (figura 3). Las principales vías son las vías de fosfolipasa C (PLC)18,19 –

inositol trifosfato y diacilglicerol- y la vía adenilato ciclasa (AC)17. La vía fosfolipasa C 

activa la cascada de fosfatidilinositol y la entrada de Na+ y Ca2+ extracelular por canales 

TRP para despolarizar a la neurona10. Tanto las vía PLC como la vía AC pueden activar 

la vía ERK1/2 - MAP cinasas (MAPK)18, promoviendo proliferación celular en 

neuronas20,21 y células suprarrenales22. 

Las orexinas activan otras vías en algunos casos, como la vía fosfolipasa A2 

(PLA2)23, vía fosfolipasa D (PLD)24, vía de las caspasas  en células cancerígenas25, vía 

óxido nítrico/guanilato ciclasa (NO/sGC) en el núcleo del tracto solitario (NTS)26, y PI3-

K/Akt, involucrado en la translocación de GLUT4 para incrementar la captación de 

glucosa27. 

El tipo de proteína G al que se acopla el receptor puede variar dependiendo de la zona 

o del tejido en el que se encuentra. En neuronas del NTS28, e hipotálamo medial y 

lateral, se encuentra Gq
29, mientras que en neuronas POMC, las orexinas activan 

proteínas Gi y reducen niveles intracelulares de Ca2+30. En neuronas de ganglios 

simpáticos, ocurre una activación de proteínas Gi con una inhibición de canales K+31. En 

la corteza adrenal, OXR-2 se acoplan a Gq y Gs y activan la vía cAMP e IP332. 
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Figura 3. Señalización intracelular por estímulos orexinérgicos. 
Existen varias vías de señalización intracelular con las cuales se lleva a cabo el efecto de las orexinas en la célula 
diana. Entre ellas, se encuentran vías como PLC, AC, MAPK y PLA2, las cuales inician al activarse el receptor de 
orexina por actividad de la proteína G correspondiente (Gq, Gs o Gi). 33 

  

Receptor de orexina
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2.4 Neurofisiología del sistema orexinérgico 

Localización 

Las neuronas orexinérgicas se localizan en la parte posterior del hipotálamo, 

específicamente en el área hipotalámica lateral (LHA), núcleo perifornical, núcleo 

dorsomedial y área dorsal34–36. El hipotálamo lateral es una región de organización 

laxa37, donde además de los grupos de neuronas orexinérgicas, se encuentra una 

población de neuronas que produce hormona concentradora de melanina (MCH)35. 

Regulación de las neuronas orexinérgicas 

Las neuronas de orexina (OXN) reciben estímulos aferentes principalmente del 

sistema límbico, área preóptica (POA), hipotálamo posterior y núcleos del tallo cerebral, 

como locus cerúleo (LC), núcleos del rafe y área ventral tegmental (VTA) (figura 4)38,39. 

Sistema límbico: amígdala y núcleo del lecho de la estría terminal (BNST). El 

sistema orexinérgico recibe estímulos abundantes del sistema límbico, el cual está 

implicado en las emociones. La importancia de esto se manifiesta en la respuesta a estrés 

agudo, ya que se presenta una disminución en los efectos cardiovasculares y 

locomotores en ratones knockout (KO) para prepro-orexina (HCRT)40  y en modelos de 

ablación de OXN41 al exponerse a estímulos estresantes emocionales. 

 Área preóptica: núcleo preóptico ventrolateral (VLPO) y núcleo preóptico medial. 

Esta área juega un papel crucial en la iniciación y mantenimiento del sueño NREM. 

Algunas neuronas de VLPO son neuronas activas durante el sueño y emiten 

proyecciones de GABA y galanina hacia LC, núcleo tuberomamilar (TMN) y rafe dorsal 

(DR)42,43, e inhiben a las OXN durante el sueño38,39. 

Tallo cerebral. El sistema orexinérgico inerva recíprocamente a los núcleos 

monoaminérgicos del tallo cerebral, como LC (noradrenérgico), DR (serotoninérgico) y 

VTA (dopaminérgico), los cuales inhiben a las OXN en un ciclo de retroalimentación 

negativa44. Esto se lleva a cabo por receptores adrenérgicos α2 y serotoninérgicos 5HT1A, 

los cuales hiperpolarizan a las OXN por medio de canales de calcio regulados por 

proteína G (GIRK)45–47. 
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Otros factores. Existen otros factores que pueden regular la función de las neuronas 

orexinérgicas. Las orexinas pueden despolarizar a las mismas OXN en un ciclo de 

retroalimentación positiva a través del OXR-246. La colecistocinina, neurotensina, 

oxitocina y vasopresina también despolarizan a las OXN 48. 

Señales metabólicas. Algunas señales metabólicas también regulan la función de las 

OXN. La baja en los niveles de glucosa produce despolarización e incremento en la 

frecuencia de descarga de OXN, mientras que los niveles elevados de glucosa producen 

el efecto opuesto49,50. La ghrelina despolariza a las OXN, mientras que la leptina 

produce hiperpolarización49. Este mecanismo de adaptación a los cambios en la 

disponibilidad de nutrientes lleva a la activación o inactivación de las OXN para 

fomentar la vigilia y reforzar las vías de búsqueda de alimento. 

 Eferencias 

Las OXN presentan eferencias distribuidas ampliamente en el sistema nervioso 

central (figura 4). Se han descrito en LC, núcleos septales, BNST, núcleo paraventricular 

(PVN) y núcleo reuniens del tálamo, zona incierta, núcleo subtalámico, sustancia gris 

central, sustancia negra, núcleos del rafe, área parabraquial, formación reticular medular 

y núcleo del tracto solitario. También se ha descrito en regiones corticales, núcleos 

amigdaloides central y anterior, y bulbo olfatorio, aunque con una densidad menor35. 

La mayor densidad de fibras de OXN se encuentra en núcleos que promueven la 

vigilia: núcleo paraventricular del tálamo, núcleos arqueado (Arc) y tuberomamilar 

(TMN) del hipotálamo, los núcleos monoaminérgicos del tallo (LC, DR, VTA), y los 

núcleos colinérgicos del tallo (núcleo tegmental laterodorsal, o LDT, y núcleo 

pedunculopontino, o PPT)34,35. 
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10 

Figura 4. Conexiones principales del sistema orexinérgico. 
Las neuronas de orexina presentan aferencias y eferencias con distintos grupos neuronales del sistema límbico y del 

tallo cerebral. LHA es sensible a niveles de glucosa por vía humoral, y tiene eferencias hacia vías dopaminérgicas 

(VTA, SN), serotoninérgicas (RN), histaminérgicas (TMN), colinérgicas (PPT, LDT) y noradrenérgicas (LC). A su 

vez, recibe estímulos de distintas regiones en el cerebro, como POA, RN, NTS, amígdala, DMH, NAc y PVH. 

 

La expresión diferencial de los receptores orexinérgicos permite la regulación fina de 

los procesos asociados al sistema orexinérgico (figura 5).  
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Figura 5. Expresión de los distintos receptores de orexinas de los distintos grupos neuronales. 
La comunicación de las neuronas de orexina con los diferentes grupos neuronales se lleva a cabo por diferentes tipos 

de receptores, OX1R (rojo) se expresa en LDT, VTA, LC y DR, mientras que el OX2R (azul) se expresa en DR, TMN 

y SNr. La amígdala y núcleo del lecho de la estría terminal (BNST) producen estímulos excitatorios, y VLPO inhibe 

por vía de GABA a las neuronas de orexina. De las señales metabólicas, las OXN son inhibidas por glucosa y leptina, 

y estimuladas por ghrelina. VTA, LC y DR también inhiben a las OXN, y forman un ciclo de retroalimentación 

negativa.44 

Órganos periféricos  

Se han encontrado receptores de orexinas en órganos periféricos, como en las 

glándulas suprarrenales51, gónadas, glándula pituitaria, riñón, tiroides y yeyuno52. Sin 

embargo, no se sabe el papel que desempeñan en estos sitios33.  



13 

 

2.5 Funciones 

El sistema orexinérgico regula múltiples funciones vitales, como el ciclo sueño-

vigilia, ingesta y equilibrio energético, motivación y respuesta a estrés, entre otros. 

Ciclo sueño-vigilia 

La vigilia es un espectro de estados de comportamiento durante los cuales los 

animales exhiben activación motora voluntaria y responden a estímulos internos y 

externos. Al entrar a sueño, la consciencia se desvanece, y al avanzar a las etapas más 

profundas, se bloquean los estímulos sensoriales6. 

El sueño es un proceso cíclico, el cual se lleva a cabo por alternación entre sueño de 

movimientos oculares rápidos (REM) y sueño no-REM (NREM). El sueño NREM se 

divide en cuatro etapas: las etapas 1 y 2 presentan umbrales de excitación bajos, por lo 

que se les considera sueño ligero, mientras que las etapas 3 y 4 presentan umbrales altos 

y se les considera sueño profundo10. El sueño REM se presenta con movimientos 

oculares rápidos y bajo tono muscular10. Durante sueño REM, es común presentar 

sueños vívidos y emocionales, acompañados de movimientos oculares rápidos y 

fluctuaciones en frecuencia cardíaca y respiratoria6. 

En una noche típica, un humano adulto entra rápidamente a sueño NREM profundo 

y después cicla entre sueño REM y NREM aproximadamente cada 90 minutos. Al 

avanzar la noche, los sueños NREM se vuelven más ligeros y los episodios REM se 

vuelven más largos6. 

El sistema orexinérgico es importante para mantener periodos largos de vigilia. Se 

detecta una alta actividad neuronal y altos niveles extracelulares de orexina-A durante el 

periodo activo, especialmente durante periodos de actividad locomotora elevada53,54. Las 

OXN disparan durante vigilia activa, disminuyen su ritmo de descarga durante vigilia de 

baja actividad, y cesan virtualmente durante sueño REM y NREM 53,55 

El estímulo de las neuronas de orexina incrementa el ritmo de disparo de las 

neuronas monoaminérgicas (LC, VTA, DR y TMN). Estos grupos suelen despolarizarse 

de manera tónica durante el periodo de vigilia, en un menor grado durante sueño NREM 
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y cesan en sueño REM10. Los núcleos monoaminérgicos del tallo inervan al prosencéfalo 

y sus proyecciones están involucradas en el sistema activador reticular ascendente 

(ARAS), el cual es el mecanismo efector de la función cortical, desincronizando a las 

neuronas corticales durante la vigilia10. 

Las orexinas tienen un efecto excitatorio directo en las neuronas colinérgicas del 

tallo cerebral (de LDT y PPT), el cual está implicado en el mantenimiento de la atención 

y del estado de excitación56,57. Existen dos tipos de neuronas colinérgicas, dependiendo 

de su papel en el ciclo. Las neuronas activas durante vigilia y REM (W/REM-on) están 

implicadas en el mantenimiento de vigilia y sueño REM, y presentan receptores OXR-

110 (figura 6). Las neuronas activas durante REM (REM-on) están implicadas en la 

desincronización de la corteza cerebral y atonía muscular durante REM10. En fase de 

vigilia, las neuronas REM-on son inactivadas por interneuronas GABAérgicas locales y 

de la sustancia negra, las cuales poseen ambos receptores de orexinas58. LC y DR 

ayudan a contrarrestar la activación de REM-on durante la vigilia44,59. 

En cuanto a la expresión diferencial de receptores de orexina, se conoce que los 

receptores tipo 2 son más importantes en la promoción de la vigilia, ya que los ratones 

OXR-2 KO presentan ataques de sueño similar a los ratones KO para prepro-orexina60. 

Los núcleos monoaminérgicos son inhibidos por estímulos del área preóptica, 

especialmente el VLPO. Durante el sueño, las neuronas del VLPO se activan por 

sustancias del sueño como adenosina61,62. Estas neuronas también envían proyecciones 

inhibitorias a las OXN39,63. Mientras que las OXN aceleran la función del ARAS, el área 

preóptica es un desacelerador del ARAS. 
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Figura 6. Regulación de las fases de sueño REM y NREM. 
Las neuronas de orexina regulan a través de los núcleos el tallo cerebral, las distintas fases del sueño, REM o NREM, 

y ésta depende la expresión diferencial de los receptores de orexina en las neuronas monoaminérgicas o 

catecolaminérgicas (estimulantes) y gabaérgicas (inhibitorias).10 

 

Alimentación y homeostasis de energía 

Las orexinas promueven la ingesta. En roedores, la inyección intracerebroventricular 

(ICV) de orexinas induce comportamiento de alimentación64–66, mientras que la 

administración ICV de anticuerpo anti-orexina y los antagonistas de OXR-1 reduce la 

ingesta66,67. Cuando en un organismo disminuye la reserva energética, se incrementa el 

ritmo de disparo de OXN para mantener vigilia y fomentar la búsqueda de alimento. 

Los ratones con ablación de OXN tienen un fenotipo de obesidad de inicio tardío e 

hipofagia15,68, y esto también se observa en personas con narcolepsia69,70. A pesar de que 

las orexinas promueven la ingesta, también promueven la actividad y el gasto basal de 

energía. Por este motivo, los narcolépticos presentan incremento en índice de masa 

corporal a pesar de la hipofagia. 

Durante el ayuno, la expresión de orexina incrementa4, mediado por el factor de 

transcripción Foxa2, el cual se desplaza al núcleo, y se une al promotor de orexina, 

estimulando la transcripción de HCRT 71. 

El núcleo arqueado (Arc) está inervado densamente por OXN, y se cree que el 

mecanismo de incremento en la ingesta por orexinas es mediado por activación de 

neuronas de neuropéptido Y (NPY) en Arc30,72. En la promoción de la ingesta por 

Clave: 

OX1R 

OX2R 

Estimulación 

Inhibición 

Vigilia Sueño NREM Sueño REM 

Orexina 
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orexinas, también hay una inhibición de las neuronas de proopiomelanocortina (POMC) 

en Arc, las cuales juegan un papel en la inhibición de la ingesta mediada por leptina 30. 

La inhibición del núcleo accumbens (NAc) promueve la ingesta. Las orexinas 

inhiben a la corteza del núcleo accumbens, induciendo la ingesta de alimento73, y a su 

vez, la inhibición del núcleo accumbens resulta en la activación de las OXN en un ciclo 

de retroalimentación74. 

 

Motivación y recompensa 

La activación de OXN está ligada fuertemente a las señales asociadas a 

recompensa75. En roedores, las infusiones de orexinas por vía ICV o directamente en 

VTA restauran comportamiento de búsqueda de drogas y alimentos75,76, mientras que la 

administración de antagonistas de OXR-1 resulta en menor actividad de búsqueda de 

alimento77, etanol78 y nicotina79. Se cree que este efecto se da por activación de la vía de 

fosfolipasa C y por translocación de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA) a la 

membrana postsináptica de las neuronas dopaminérgicas de VTA 80. 

Los antagonistas de orexinas pueden neutralizar los comportamientos adictivos 

asociados a morfina y cocaína80,81. Estos hallazgos resaltan el papel de orexina en la 

plasticidad neuronal asociada a recompensa en el VTA e indica que las orexinas 

contribuyen a la búsqueda de recompensa inducida por drogas 10. 

Los pacientes con narcolepsia raras veces desarrollan adicción, a pesar de utilizar 

fármacos con potencial adictivo durante períodos prolongados82. 

Se ha encontrado que las orexinas juegan un papel en la motivación sexual en 

roedores. Las OXN se activan al exponerse a señales que indican recompensa sexual en 

ratas macho83, y la administración de orexina-A en el área preóptica medial incrementa 

el desempeño copulatorio84. 

 

Respuesta a estrés 
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Las OXN se activan en situaciones de estrés85–87, y ratones deficientes de orexina 

presentan una respuesta atenuada al estrés40.  

El sistema orexinérgico está relacionado estrechamente con el eje hipotálamo-

hipópifisis-suprarrenal. Los niveles de orexina en líquido cefalorraquídeo (LCR) se 

correlacionan positivamente con los de la hormona liberadora de corticotropina (CRH)88. 

En experimentos con modelos murinos también se ha podido evidenciar esta relación. Al 

someter a ratas a estrés, se observa un incremento en niveles de orexina en LCR, y un 

peor desempeño en pruebas conductuales, efecto que se revierte al administrar 

antagonistas de orexina89. A su vez, la administración de orexinas resulta en un 

incremento de hormona adrenocorticotrópica (ACTH) y corticosterona90.  

Las neuronas de orexina, al igual que la fracción parvocelular del núcleo 

paraventricular (pPVN) del hipotálamo, se activan bajo estrés, y la inactivación de las 

OXN resulta en una disminución de la activación del pPVN89. Además, se ha descrito 

que el receptor de glucocorticoides regula la expresión de prepro-orexina de manera 

positiva89. 

Las orexinas también juegan un papel en la activación del sistema simpático. La 

inyección ICV de orexina incrementa los efectos del sistema simpático, como aumento 

en la presión arterial y la frecuencia cardíaca, y estos efectos se neutralizan al 

administrar antagonistas de receptores adrenérgicos91. El sistema orexinérgico estimula 

la utilización de glucosa asociada a ingesta en músculo esquelético por activación del 

sistema simpático a través del núcleo ventromedial del hipotálamo92. 

 

Nocicepción 

El nivel de vigilia es uno de los principales factores que afectan nocicepción y dolor. 

La analgesia inducida por estrés promueve la supervivencia de un animal al permitir las 

respuestas de defensa contra depredadores o rivales93. Las OXN inervan sitios 

relacionados con nocicepción: LC y sustancia gris periacueductal (PAG). Los estímulos 

dolorosos activan a las OXN, y la activación de OXN induce analgesia94,95. 
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2.6 Patologías asociadas 

 

Narcolepsia 

La importancia del sistema orexinérgico se evidencia en la narcolepsia, un trastorno 

del sueño causado por pérdida selectiva de neuronas productoras de orexina6. La 

narcolepsia se caracteriza por desorganización del ciclo sueño-vigilia, con somnolencia 

diurna excesiva, cataplexia, alteraciones en la cantidad y en la instauración de la fase de 

sueño de movimientos oculares rápidos (REM), y alucinaciones 

hipnagógicas/hipnopómpicas15. Aunque en México no existen datos epidemiológicos al 

respecto, se estima una prevalencia global de 25 a 50 sujetos por cada 100,000 

personas96. 

Se asoció por primera vez la falla del sistema orexinérgico con esta patología en 

1999, cuando Lin y colaboradores descubrieron que la narcolepsia canina se debe a una 

mutación del gen Hcrtr2, el cual codifica el receptor de orexina tipo 297. En el humano, 

se cree que la patogénesis de la enfermedad es de naturaleza autoinmune, ya que se 

destruyen selectivamente las neuronas de orexina con preservación de otros grupos 

celulares del hipotálamo lateral, y gliosis limitada a esa región7. Además, se asocia a 

polimorfismos en el antígenos leucocitarios humanos, como HLA DQB1*0602 y 

DQA1*010215. 

La cataplexia es una condición que se caracteriza por episodios de pérdida de 

función muscular, desde debilidad hasta un colapso total, y suele acompañar a la 

narcolepsia10. El sistema límbico está implicado en la patofisiología de la cataplexia: los 

estímulos emocionales positivos la desencadenan98. De manera fisiológica, durante la 

fase REM del sueño, las neuronas colinérgicas del núcleo pedunculopontino (PPT) 

promueven atonía99. En la vigilia, el estímulo orexinérgico en el PPT previene la atonía. 

Esta vía está alterada en la narcolepsia, por lo que ocurren los episodios de cataplexia. 

 

Ansiedad 
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Las orexinas incrementan el comportamiento relacionado a estrés100 y están alteradas 

en sujetos con ansiedad33. En el trastorno de estrés post-traumático, los niveles están 

disminuidos y se correlacionan negativamente con la severidad clínica101. 

 

Depresión 

Los trastornos del sueño están relacionados con los trastornos afectivos. La 

depresión se suele presentar con alteraciones en el ciclo del sueño102, y la narcolepsia se 

asocia con depresión secundaria103. 

En la depresión, los niveles de orexinas se encuentran alterados104. En un estudio, se 

midieron niveles de orexina-A en LCR, y se encontró que están elevados en sujetos con 

depresión. Estos niveles disminuyen bajo tratamiento con sertralina (un inhibidor 

selectivo de la recaptación de serotonina), lo cual indica que este efecto pudiera estar 

mediado por el sistema serotoninérgico105. 

 

Trastornos alimenticios 

La anorexia nerviosa es un trastorno mental caracterizado por una disminución en el 

apetito, pérdida de peso severa y expectativas patológicas de un cuerpo delgado. No se 

conocen los mecanismos fisiopatológicos, pero se sabe que los sistemas serotoninérgicos 

y dopaminérgicos están involucrados33. En un estudio, se encontró una correlación 

negativa entre niveles de OXA y severidad de anorexia nerviosa106, sin embargo, no se 

conoce la relación causal entre éstos. 
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2.7 Terapias dirigidas al sistema orexinérgico 

 

Desde el descubrimiento del sistema orexinérgico, se ha investigado su uso potencial 

para tratar enfermedades relacionadas con el mismo. Se han desarrollado agentes para 

uso en investigación, y uno de ellos ha sido aprobado por la FDA para uso como terapia, 

el suvorexant. 

Los agonistas de receptores de orexina pueden ser eficaces para el tratamiento de 

narcolepsia y otras condiciones que se presentan con somnolencia diurna excesiva10. Sin 

embargo, debido a que las orexinas son de naturaleza peptídica y no atraviesan la barrera 

hematoencefálica de forma eficiente107, hay un interés por desarrollar agonistas de 

receptor de orexina que puedan llegar a sus receptores en el sistema nervioso central. 

Recientemente, se han desarrollado agonistas no peptídicos del OXR-2 para el 

tratamiento de narcolepsia108, y se ha demostrado su eficacia en disminuir los síntomas 

en modelos murinos109 . 

Los antagonistas de receptores de orexina se han investigado con el objetivo de 

ofrecer un tratamiento a personas con obesidad o insomnio10. En 2001, Porter y 

colaboradores sintetizaron el primer antagonista no peptídico de OXR-1: SB-334867110. 

Posterior a esto, se han propuesto otros antagonistas de receptores de orexinas, 

selectivos (antagonistas sencillo de receptor de orexina, SORA) y no selectivos 

(antagonista dual de receptores de orexina, DORA) en estudios preclínicos con 

resultados prometedores. Para el tratamiento del insomnio, se desarrolló almorexant, un 

DORA no competitivo, el cual llegó a fase III de ensayos clínicos111, pero se detuvo su 

desarrollo en 2011. En 2010, se desarrolló suvorexant para el tratamiento de 

insomnio112. Este agente mejora la consolidación del sueño y suele ser bien tolerado. Fue 

aprobado por la FDA en 2014 para el tratamiento de insomnio. Otro DORA, llamado 

filorexant, se descubrió en 2012 y se encuentra en fase clínica, con resultados 

alentadores113. 

La terapia génica parece una estrategia prometedora para el tratamiento de 

narcolepsia, aunque aún quedan problemas por resolver33. En 2004, Mieda et al., 
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administraron el gen HCRT en ratones modelo de narcolepsia, y se observó una 

reversión de los síntomas114. También se ha demostrado que disminuyen los episodios de 

cataplexia al administrar el gen HCRT en LH y zona incierta115, y en la amígdala116 en 

ratones modelo de narcolepsia. También se ha realizado la transfección de HCRT en 

puente dorsolateral e hipotálamo mediobasal, incrementando el estado de vigilia y 

normalizando el sueño en un modelo ratón de narcolepsia117,118 

La terapia basada en células es otra herramienta que se encuentra en investigación 

activa para el tratamiento de estas enfermedades. En un estudio en ratas, se realizó un 

trasplante bilateral de neuronas de orexina en LH, y se vio una reversión del fenotipo 

narcoléptico119. Sin embargo, aún existen obstáculos por vencer, como la baja eficacia 

de supervivencia de células trasplantadas y la seguridad del procedimiento33. 
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2.8 Aspectos del desarrollo 

 

El hipotálamo se desarrolla a partir del primordio hipotalámico en el diencéfalo 

rostral, por inducción de la placa precordal subyacente. Después de la inducción, se 

genera un patrón espacial en el hipotálamo, que lo divide en tres ejes que definen las 

áreas hipotalámicas120. 

En el humano, a partir de las 9-10 semanas de gestación, inicia el desarrollo 

hipotalámico con proliferación celular en la zona germinal ventricular adyacente a la 

pared del tercer ventrículo. A esto le sigue la formación de neuroblastos (células 

postmitóticas) externos a la capa germinal. Las células postmitóticas se acumulan y 

agregan en núcleos  (grupos compactos) o áreas (poblaciones dispersas) por mecanismos 

que no se conocen por completo. La última etapa de diferenciación neuronal comprende 

la de mielinización y formación de conexiones121. 

En la semana 9, el hipotálamo fetal muestra mínima diferenciación de sus núcleos. 

Las células positivas a calretinina aparecen en la semana 13. La calretinina es un 

marcador de diferenciación del área lateral hipotalámica, siendo la primera estructura 

hipotalámica que presenta diferenciación. Para la semana 18, la zona lateral del 

hipotálamo presenta estructuras bien diferenciadas, incluyendo LHA, núcleo tuberal 

lateral (LTu), área hipotalámica posterior (PH)  y núcleo hipotalámico perifornical 

(PeF)121. 

Los niveles de orexina en LCR se pueden detectar desde el tercer trimestre del 

embarazo y aumentan de forma lineal. Los niveles llegan a un máximo a los 2-4 meses 

de edad. Esto coincide con la edad de consolidación de estado sueño-alerta, el cual está 

regulado por la hipocretina122 

 

Desarrollo en modelo murino 
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La gestación en el ratón doméstico (Mus musculus) tiene una duración de 18 días. En 

el día embrionario 1 (E1), también expresado como día post-coito 1 (dpc 1), ocurre la 

fertilización. La actividad del promotor de orexina se detecta desde el día E12 y el 

péptido orexina A se detecta hasta el día E14 por inmunofluorescencia9. Para el día post-

natal 7 (P7), el número de neuronas orexinérgicas es igual al del adulto, y se presenta 

una madurez electrofisiológica de las OXN el día P219. 
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3. Factor de células B tempranas 2 - EBF2 

 

3.1 Generalidades 

EBF2 (factor de células B tempranas 2), también conocido como COE2, O/E-3 y 

Mmot1, es un factor de transcripción perteneciente a la familia de factores de 

transcripción EBF (por sus siglas en inglés Early B-Cell Factor). El primer miembro de 

esta familia, EBF1, fue descrito en 1991, al detectar que existía un factor que 

interaccionaba con el promotor del gen mb-1 (Cd79a) en linfocitos B tempranos123. Otro 

grupo de investigación describió un factor presente en un extracto de epitelio olfatorio, 

el cual podía regular la expresión del gen OMP en el mismo tejido, y lo llamaron Olf-1, 

aunque se trataba de la misma proteína124. 

Los miembros de esta familia de factores de transcripción pertenecen al grupo de 

factores con dominio hélice-bucle-hélice (HLH) atípico, y suelen formar homodímeros o 

heterodímeros125 (figura 7). Tienen dos dominios importantes: un dominio de 

dimerización, con un motivo hélice-bucle-hélice atípico, y un dominio de unión a ADN 

n-terminal, con un motivo en dedo de zinc125,126. Reconocen la secuencia palindrómica 

5’-ATTCCCNNGGGAAT 125,127. 

 

Figura 7. Modelo de un dímero de Ebf1, parálogo de Ebf2. 
Cada monómero se representa con un color distinto, verde y azul, mientras que el ADN está representado de color 
magenta. En el lado izquierdo de la imagen, se observa el dominio de unión a ADN, y en el lado derecho, se observa 
el dominio de dimerización. (PDB: 10.2210/pdb3mlp/pdb)128 
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3.2 Función y localización 

Se sabe que EBF2 está involucrado en el desarrollo de diferentes tejidos del 

organismo, en etapa embrionaria o postnatal. 

A nivel de sistema nervioso periférico, se involucra en la mielinización y en la 

diferenciación de células de Schwann, y en el desarrollo de las neuronas motoras129,130. 

En el sistema nervioso central, juega un papel en el desarrollo de varias regiones. En 

corteza cerebral  regula el desarrollo y la migración de las células Cajal-Retzius131,132. 

En cerebelo, regula la formación del patrón cerebelar, y la diferenciación y migración de 

células de Purkinje133–136. En hipotálamo, regula la migración de neuronas GnRH129 y el 

desarrollo de neuronas de orexina8. Además, regula a las neuronas dopaminérgicas de la 

sustancia gris periacueductal137 y la proyección dorsal de las neuronas receptoras 

olfatorias al bulbo olfatorio138. 

Fuera del sistema nervioso, está involucrado en el desarrollo de células madre 

hematopoyéticas139, desarrollo de extremidades140, diferenciación de osteoclastos141, 

adipogénesis blanca142 y adipogénesis parda143,144. En el adulto, se sigue expresando en 

cerebelo, músculo, corazón, ovario, testículos, y con baja expresión en cerebro, timo, 

riñón, hígado, bazo e intestino 126. 

 

3.3 Desarrollo en el modelo de ratón 

Lo más temprano que se describe el inicio de detección de EBF2 en tejidos 

embrionarios es en el día E9, en los arcos branquiales primero y segundo141. A nivel del 

sistema nervioso en formación, se ha descrito su expresión desde E9.5 en diencéfalo y 

rombencéfalo145. En E12.5, se detecta una señal débil en área preóptica y región mamilar 

del hipotálamo126. Sin embargo, no se ha descrito de manera específica la presencia de 

células positivas para EBF en el hipotálamo lateral, donde se encuentran las neuronas 

orexinérgicas. 
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II. ANTECEDENTES 

 

1. Honda, Mignot y colaboradores (2009) 

En 2009, Honda y colaboradores146 realizaron un estudio de transcriptoma por 

microarreglos, utilizando muestras de hipotálamo posterior de cerebros narcolépticos 

humanos (vs. control) y ratones modelo de ablación de neuronas de hipocretina 

orexina/ataxina-3 vs. silvestre. Se encontró un panel amplio de genes diferencialmente 

expresados. En el ensayo con modelo murino se encontró que Ebf2 se encuentra 

disminuido en ratones modelo en el área perifornical (1/fold change = 2.6), entre otros 

genes. Sin embargo, la expresión de este gen no se validó por otros métodos. 

 

2. De la Herrán, Vidaltamayo y colaboradores (2011) 

Como antecedente de nuestro grupo de trabajo, en 2011 De la Herrán y 

colaboradores8 generaron ratones knock-out para Ebf2, y analizaron el fenotipo a través 

de análisis de actividad locomotora, electroencefalografía, electromiografía y análisis 

morfológico por inmunofluorescencia con marcaje para orexina A y acetilcolina.  

Los ratones transgénicos presentaron episodios de cese abrupto de actividad motora 

voluntaria. En la electroencefalografía se evidenciaron episodios de transición directa de 

vigilia a sueño REM (DREM), latencia REM más corta y sueño no-REM (NREM) 

fragmentado, a diferencia de los ratones silvestres. Estos datos indican un fenotipo 

narcoléptico. En el ensayo de inmunofluorescencia, hubo una disminución de 80% en el 

número de células productoras de orexina en el hipotálamo lateral (figura 8), y una 

disminución en la inervación orexinérgica en la formación reticular del puente. 
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Figura 8. Inmunofluorescencia en ratones Ebf-null. 
En el lado izquierdo de la imagen, se presenta una la inmunofluorescencia de los ratones silvestres, con la orexina-A 
marcada de color verde. En el lado derecho se presenta el marcaje de orexina-A (verde) en ratones KO para Ebf2. 

En la discusión del artículo, se presentó un análisis bioinformático de la secuencia 

del promotor de orexina en donde se encontraron sitios de posible unión de EBF2 (figura 

9). 

 

Figura 9. Alineamiento de promotor de Hcrt 

En esta imagen se presenta el alineamiento de un fragmento del promotor de orexina, proximal al inicio del sitio de la 
transcripción (marcado con una flecha). Se detectó una caja TATA (marcada con una caja negra) y dos sitios olf-1 (en 
negritas). Estos sitios olf-1 se conservan en las especies de mamíferos analizados. 8 

Este estudio evidencia la importancia de EBF2 en el desarrollo de neuronas 

orexinérgicas y en el establecimiento de circuitos orexinérgicos funcionales al controlar 

la expresión de orexina y el desarrollo correcto de las fibras nerviosas hipotalámicas. 

 

3. Sánchez, Vidaltamayo y colaboradores (2017) 

En 2017, Sánchez y colaboradores, parte de nuestro grupo de trabajo, realizaron un 

estudio para analizar el papel de EBF2 en la regulación de expresión de orexina in 
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vitro147. Por métodos bioinformáticos, presentados en el antecedente previo, se 

detectaron dos sitios posibles de unión a EBF2 (sitios Olf-1) en el promotor de Hcrt. 

Se realizó un ensayo de gen reportero luciferasa de un promotor mínimo de Hcrt 

murino en línea HEK293 de riñón embrionario humano, en el cual se pudo evidenciar la 

expresión del gen reportero (figura 10). Al inducir la expresión de EBF2 en las células, 

se incrementaba la señal del gen reportero. Además, se realizó un ensayo de retardo en la 

movilidad electroforética (EMSA), y se evidenció que EBF2 se une directamente al 

promotor de orexina, produciendo un retardo del oligonucleótido marcado. 

 

Figura 10. Resultado de ensayo de gen reportero luciferase y EMSA. 
En el lado izquierdo se presenta el resultado de la prueba de gen reportero luciferasa, en el cual se obtuvo como 
resultado que el promotor de Hcrt incrementa su actividad en presencia de EBF2. La imagen del lado derecho es 
el resultado del ensayo EMSA, en el cual se evidencia que en presencia de EBF2 ocurre un retardo del 
oligonucleótido del promotor. 

 

Este estudio provee evidencia de que el papel de EBF2 en el desarrollo del sistema 

orexinérgico puede deberse a la regulación directa del gen de prepro-orexina. Sin 

embargo, no hay reportes que indiquen que EBF2 se expresa en neuronas orexinérgicas. 
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III. PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN 

¿Las neuronas orexinérgicas del ratón o alguna población del hipotálamo lateral 

expresan el factor de transcripción EBF2 en alguna etapa? 

 

IV. JUSTIFICACIÓN 

El sistema orexinérgico juega un papel importante en la regulación del sueño y en la 

ingesta, y la disfunción de este sistema resulta en múltiples enfermedades. 

Existe un interés por comprender los elementos moleculares clave en la regulación 

de la orexina, ya que podrían ayudar a definir dianas para el tratamiento de estas 

enfermedades. 

Aunque existe evidencia de que hay una interrelación en la expresión de EBF2 y de 

HCRT, es necesario conocer si este factor de transcripción se expresa en hipotálamo, y 

en particular en las neuronas de orexina. 

 

V. HIPÓTESIS 

El factor de transcripción EBF2 es expresado por neuronas de orexina, o por alguna 

población neuronal del hipotálamo lateral relacionada estrechamente en la etapa adulta, 

o en alguna etapa del desarrollo embrionario en Mus musculus. 
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VI. OBJETIVOS 

Objetivo general 

Definir el patrón de expresión de Ebf2 en el desarrollo del hipotálamo lateral en el 

modelo Mus musculus, y conocer su relación con las neuronas de orexina. 

 

Objetivos específicos 

1. Determinar si las neuronas de orexina producen EBF2 en el ratón adulto. 

2. Determinar si otras poblaciones neuronales del hipotálamo lateral 

producen EBF2. 

3. Analizar la presencia de EBF2 durante el desarrollo embrionario en las 

neuronas de orexina. 
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VII. METODOLOGÍA 

Estrategia general 

En este trabajo se buscó analizar la presencia de EBF2 en las neuronas 

orexinérgicas de ratones en la etapa adulta y en el desarrollo embrionario, y determinar 

si se expresa en otra población del hipotálamo lateral que forme un circuito local con las 

neuronas de orexina. Por lo tanto, la estrategia general consistió en estandarizar las 

técnicas con ratones adultos de la cepa C57BL/6, de los cuales, se obtuvo el cerebro, se 

preparó para criosección, se realizaron cortes coronales de 16 μm y se lleva a cabo 

inmunofluorescencia de doble marcaje. Una vez estandarizado, se procedió a generar 

cruzas de ratones e interrumpir la gestación en la edad embrionaria a estudiar (E15.0-

E17.0). 

Modelo de estudio 

Se estudió el ratón doméstico (Mus musculus), cepa C57BL/6, en etapa adulta (7-9 

semanas de edad, 20 g de peso, ambos sexos) y en etapas embrionarias E14.0, E15.0 y 

E17.0. 

1. Obtención de cerebros adultos 

Materiales 

• PBS 1X, helado 

• Formaldehído a 4% en PBS 1X, helado 

En ratones adultos, se realizó la eutanasia con pentobarbital en dosis letal (250 

mg/kg) por vía intraperitoneal. Al confirmar la ausencia de reflejo pedal a un estímulo 

doloroso, se procedió a realizar laparotomía y toracotomía. Al localizar el corazón, se 

cateterizó el ventrículo izquierdo y se seccionó la vena cava inferior. Se realizó 

perfusión por el ventrículo izquierdo con PBS 1X (20 ml), permitiendo la 

exsanguinación, la cual se puede verificar al observar palidez de tejidos. Posterior a la 

perfusión con PBS, se perfundió con formaldehído a 4% (20 ml) y luego con PBS 1X 

nuevamente (20 ml). Se decapitó y se realizó disección para obtener el cerebro del ratón. 
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2. Preparación de tejido 

Materiales 

• Formaldehído 4% en PBS 1X 

• Solución de sacarosa a 30% en PBS 1X 

Se transfirió el cerebro extraído a un tubo con formaldehído a 4% para post-fijación 

por la noche. Al día siguiente, se retiró la solución de formaldehído y se realizaron 5 

lavados con 50 ml de PBS durante 5 minutos cada uno. Se retiró el PBS y se colocó el 

tejido en 30 ml de solución de sacarosa a 30% en PBS 1X. Una vez que el tejido se 

precipitó en el fondo del recipiente, se procedió a la criosección del mismo. 

3. Criosección 

Materiales 

• Medio OCT (Tissue-Tek) 

• Laminillas cargadas SuperFrost Plus (EMS) 

Se congeló el tejido en el medio de inclusión OCT (Tissue-Tek) en la placa de 

congelamiento del criostato. Se realizan cortes coronales de 16 μm, abarcando 

hipotálamo lateral (Bregma 0.02 – -2.92 mm). Se colocaron los cortes en laminillas con 

carga positiva (EMS SuperFrost Plus) y se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento. 

Para el control positivo de EBF2, se analizaron cortes coronales de rostro para 

visualizar epitelio olfatorio. Previo a su sección, este tejido se descalcificó al exponerse 

a EDTA en la fase de crioprotección. 

Las soluciones mencionadas se prepararon de la siguiente manera: 

Formaldehído a 4%. Para preparar 50 ml de solución, se llena un tubo de 50 ml con 

PBS. Se somete a calentamiento en horno de microondas durante 30 segundos o antes de 

llegar a ebullición y se le agregan dos gotas de NaOH 1M. En otro tubo, se miden 2 g de 

paraformaldehído y en éste se vierte el PBS caliente. Se mezcla por agitación y se ajusta 
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el pH a 7.4. Se filtra con un filtro de polisulfona con poros de 0.2 μm. Se deja enfriar en 

hielo. 

Solución de sacarosa a 30%. Se llena un frasco de 1 L con 300 g de sacarosa. Se 

afora a 1 L con PBS 1X. Se disuelve por agitación en calor y se esteriliza en autoclave. 

Solución PBS/EDTA. Se mezcla en proporción 1:1 una solución PBS 2X y una 

solución EDTA 500 mM pH 8. 

4. Inmunofluorescencia 

Materiales 

• Anticuerpos primarios 

• Anticuerpos secundarios 

• Suero normal de burro (Jackson ImmunoResearch: 017-000-121) 

• Solución salina tamponada con Tris (TBS) 

• Solución tamponada de citrato de sodio, pH 6 

• Tween 20 

• Triton X-100 

• Medio de montaje FluoroGel II con DAPI (EMS) 

• Tyramide Superboost Kit with Alexa Fluor 555, Invitrogen (B40923) 

• Cubreobjetos de silicato GOLD SEAL® 

• Cámara de Coplin 

• Cámara de humedad para inmunotinción 

Para la técnica de inmunofluorescencia, se buscó analizar la colocalización de EBF2 

con cada uno de los marcadores de poblaciones de hipotálamo lateral contempladas. 

Para ello, se estandarizó el ensayo hasta obtener una señal clara de presencia del 

antígeno de interés en cerebros de ratones adultos. En esta fase de estandarización, se 

realizaron ensayos con el rango de concentraciones recomendadas por el fabricante y se 

tomó en cuenta la dilución en la que se obtuviera la mejor señal con el menor ruido de 

fondo. En los anticuerpos cuya señal no se logró observar satisfactoriamente con la 
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máxima concentración recomendada, se procedió a realizar recuperación de antígeno y 

amplificación de señal por tiramida. 

Se tomó como control positivo el hipotálamo lateral para los somas de las neuronas 

de las distintas poblaciones. Para EBF2, se utilizará como control positivo el epitelio 

olfatorio. Con estos tejidos se procedió a estandarizar. 

Se analizó 1 de cada 10 cortes de hipotálamo lateral en los cerebros de ratones 

adultos, y 1 de cada 6 cortes en cerebros de embriones. 

Anticuerpos primarios 

Diana Hospedero Casa comercial Catálogo Dilución 

EBF2 Oveja R&D Systems AF7006 1:200 

Orexina-A Conejo Phoenix Pharmaceuticals H-003-30 1:500 

Orexina-B Conejo Phoenix Pharmaceuticals H-003-32 1:500 

MCH Conejo Phoenix Pharmaceuticals H-070-47 1:500 

CART Conejo Phoenix Pharmaceuticals H-003-61 1:500 

Neuropéptido Y Conejo Phoenix Pharmaceuticals H-049-03 1:500 

Neurotensina Conejo Phoenix Pharmaceuticals H-048-03 1:200 

Prepro-

neurotensina 

Conejo Phoenix Pharmaceuticals H-048-02 1:66 

LepR Cabra R&D Systems AF497 1:66 

  

Anticuerpos secundarios 

Diana Conjugado Hospedero Casa comercial Catálogo Dilución 

IgG de 

conejo 

Alexa Fluor 

594 

Burro Jackson 

ImmunoResearch 

711-586-152 1:500 

IgG de 

conejo 

Alexa Fluor 

488 

Burro Jackson 

ImmunoResearch 

711-546-152 1:500 

IgG de 

conejo 

HRP Burro Jackson 

ImmunoResearch 

711-036-152 1:500 
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IgG de 

oveja 

Alexa Fluor 

488 

Burro Jackson 

ImmunoResearch 

713-546-147 1:500 

IgG de 

oveja 

Cy3 Burro Jackson 

ImmunoResearch 

713-166-147 1:500 

IgG de 

cabra 

Alexa Fluor 

594 

Burro Jackson 

ImmunoResearch 

705-586-147 1:500 

 

Atemperación. Se incuban los cortes a 37°C durante 60 minutos. 

Recuperación de antígeno (opcional). Se realizó la recuperación de antígeno con 

dos soluciones distintas para comparar resultados. Una es la solución de citrato de sodio 

pH 6.0 y la otra es Tris/EDTA pH 9.0. Se sumergen las laminillas en solución caliente 

(100°C) y se incuban a 60°C durante 30 minutos. Posteriormente, se retiran del calor y 

se dejan llegar a temperatura ambiente. Ambas soluciones dieron resultados similares y 

se decidió trabajar con solución de citrato de sodio pH 6.0 por conveniencia. 

Bloqueo y permeabilización. Se aplicaron 500 μl de solución de suero de burro a 

5% en 0.25% Triton X-100 / TBS 1X durante 1 hora a temperatura ambiente en una 

cámara de humedad para inmunotinción. 

Incubación con anticuerpos primarios. Se realizó lavado en TBS + Tween 20 

(0.1%) o TBST, en cámara de Coplin por 5 minutos. Se incubó con 100 μl de solución 

de anticuerpos primarios en cada laminilla (en su dilución óptima) por la noche a 4°C en 

la cámara de inmunotinción. 

Incubación con anticuerpos secundarios. Se realizaron tres lavados con TBST 

durante 5 minutos. Se colocaron las laminillas en la cámara de inmunotinción y se les 

añadió 150 ul de solución de anticuerpos secundarios en TBST. Se incubaron durante 60 

minutos a temperatura ambiente. 

Montaje. Se realizaron dos lavados con TBST durante cinco minutos, un lavado con 

TBS de cinco minutos. Se retiró el exceso de líquido, se les colocaron tres gotas de 

medio de montaje EMS Fluoro-Gel II con DAPI por laminilla y se extendieron hasta 
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cubrir todos los cortes. Finalmente, se colocó un cubreobjeto y se selló con barniz de 

uñas transparente. 

Se observó bajo microscopio de fluorescencia (Axio Imager.Z1, Zeiss) y se analizó 

utilizando el software FIJI (ImageJ). En algunos casos, se contaron los somas positivos 

por corte de manera manual, y se estimó el total por cerebro multiplicando por diez (ya 

que se analizó uno de cada diez cortes). 

En los casos donde no se obtuvo una señal de buena intensidad, se utilizaron 

anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rábano picante (HRP), a la cual 

se expone a un reactivo de tiramida conjugado con AF555. 

Las soluciones mencionadas se prepararon de la siguiente manera: 

Solución salina tamponada con Tris (TBS). Para 1 L, se llena un frasco con 1 L de 

agua destilada. Se añaden 6.057 g de Tris base y 8.76 g de NaCl y se disuelve por 

agitación. Se ajusta a pH 7.5 y se esteriliza en autoclave. 

Citrato de sodio, pH 6. Se mezclan 2.94 g de tri-sodio citrato (dihidrato) en 1000 ml 

de agua destilada por agitación. Se ajusta a pH 6, y se esteriliza. Posteriormente, se le 

añaden 0.5 ml de Tween 20. 

Tris/EDTA, pH 9. Se utiliza el reactivo de recuperación de Dako (10X) y se diluye a 

1X en agua miliQ estéril. 

5.  Generación de embriones 

Para obtener embriones de las etapas contempladas, primero se realizaron cruzas 

con datación. El día de la cruza, se colocaron 4 hembras con un macho dominante antes 

del ciclo de obscuridad para el apareamiento. La mañana siguiente, se aislaron a las 

hembras del macho dominante y se tomó como día E0.5. Después de esto, no se 

volvieron a exponer a ratones machos y estuvieron bajo observación hasta cumplir los 

13 días. Si presentaban datos de gestación como incremento significativo de volumen o 

peso, se tomaron en cuenta para el sacrificio. 
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Para incrementar la probabilidad de apareamiento y gestación, previo al 

apareamiento se buscó sincronizar a las ratones hembra por medio del efecto Lee-Boot, 

el cual consiste en aislar a las hembras de feromonas masculinas para inducir una fase de 

anestro. Posteriormente, se expusieron a las hembras a feromonas masculinas (cama 

utilizada de macho) por 48 horas antes de la cruza para inducir fase de estro (efecto 

Whitten). 

La etapa embrionaria se confirmó al nacer por características anatómicas externas 

según el atlas de Theiler.148 

Eutanasia. Al cumplir la edad de interés, se sacrificó a la ratona gestante con 

pentobarbital en dosis letal. Se realizó laparotomía, exponiendo útero. Se extirpó el útero 

y se disecaron los embriones rápidamente. Se realizó un lavado en solución helada de 

PBS para retirar exceso de sangre y posteriormente se dejaron en fijación por inmersión 

en formaldehído a 4% durante 48 horas. Posterior a esto, se realizaron 5 lavados en 50 

ml de PBS durante 5 minutos cada uno, y se colocaron en solución de sacarosa al 30%. 

Los ratones de E14.0 y E15.0 se fijaron completos, mientras que los E16.0 y E17.0 se 

decapitaron previo a la fijación. Se seccionaron en cortes coronales de 16 μm de grosor. 
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VIII. RESULTADOS 

Objetivo 1. Determinar si las neuronas de orexina producen EBF2 en el 

ratón adulto 

Estandarización 

Se estandarizó el ensayo para los anticuerpos anti-EBF2 de oveja, anti-orexina-A 

de conejo y anti-orexina-B de conejo. Como control positivo para EBF2, se analizó el 

epitelio olfatorio de ratón, y como control positivo para ambas orexinas, se analizaron 

cortes de hipotálamo lateral. Primero, se llevó a cabo la inmunofluorescencia en cortes 

bloqueados con albúmina de suero bovino. No se logró observar señal de EBF2 ni de 

OX-A. Se optó por modificar la técnica, esta vez bloqueando las uniones inespecíficas 

con suero normal de burro a 5%. Se realizó la técnica sin recuperación de antígeno y con 

recuperación de antígeno en dos protocolos distintos, el de solución de citrato de sodio 

pH 6.0 y el de solución de Tris pH 8.0. Se observó una buena señal sin realizar 

recuperación de antígeno. 

En epitelio olfatorio, se logró observar la presencia de células positivas para Ebf2 

(verde) y células negativas para Ebf2 positivas para DAPI tanto en el tejido conectivo 

subyacente como en el área de epitelio respiratorio. En los cortes de hipotálamo lateral, 

se observa la presencia de cuerpos neuronales y axones positivos para Orexina-B y 

Orexina-A. 

EBF2 se presenta en el compartimento nuclear, y ambas orexinas en el citoplasma 

del soma y en fibras axonales. Los patrones de expresión de orexina-B y de orexina-A 

son consistentes con lo que se ha reportado previamente149. 

Ensayo de doble marcaje 

El primer hallazgo de este ensayo fue que se detectó EBF2 en hipotálamo lateral 

(figura 11). También se detectaron neuronas de orexina (OX-B+) en la misma región, en 

ocasiones intercaladas con las EBF2+. Se contó una media de 318.25 (±60.23) células en 

los cortes analizados por ratón (uno de cada diez), con lo cual se estiman 3182.5 
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(±602.34) células en total por cerebro. Sin embargo, no se encontró colocalización en 

ninguna de las células analizadas, en ninguno de los ratones estudiados. 

 

Figura 11. Orexina-A y Ebf2 en el adulto 
En esta figura, se presentan imágenes compuestas de diferentes campos representativos en donde se evidencia la 
presencia de células orexina-B+ y células EBF2+. La señal de orexina-B se observa en el canal rojo, con una 
distribución citoplasmática; la señal de EBF2 se observa en el canal verde, con una distribución nuclear; y los núcleos, 
teñidos con DAPI, se observan en el canal azul. A, B y C. En el hipotálamo lateral, hay presencia de una población de 
células EBF2+, las cuales no colocalizan con los somas de orexina. D. En VTA, un sitio diana de las OXN, se 
observan células EBF2+ intercaladas con axones de orexina. 

 

Objetivo 2. Determinar si hay presencia de EBF2 durante el desarrollo 

embrionario en las neuronas de orexina. 

Para determinar la región del hipotálamo en el cerebro de embriones, se utilizó el 

atlas de desarrollo embrionario de cortes coronales de Kaufman150, explorando el área 

rotulada como “hipotálamo” en cada etapa embrionaria analizada. 
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En este ensayo, se pudo detectar presencia de EBF2 en hipotálamo desde la etapa 

E14.0. Orexina-B se detectó en las tres etapas, en cartílagos primordiales, cola, hígado, 

intestino, plexos coroideos y hoz cerebral (figura 12). No se detecta orexina-B en 

hipotálamo en ninguna etapa. En algunos tejidos, se detectó señal de orexina-B cerca de 

EBF2, aunque no se detectó colocalización. 

 

Figura 12. Presencia de orexina-B fuera del sistema nervioso 
Orexina-B no se detectó dentro del hipotálamo o en el parénquima cerebral. Sin embargo, fue notoria su presencia en 
otros sitios, como en los plexos coroideos  (A), en la hoz cerebral (B), y en cartílagos precursores de hueso, como el 
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fémur (C), esfenoides (D) y porción petrosa del temporal (E y F). En sistema óseo, se detectó que se solía encontrar 
señal de OXB en el centro y señal EBF2 en la periferia del cartílago. VDer – ventrículo derecho; 3V – tercer 
ventrículo. 

 

Se optó por utilizar un anticuerpo dirigido contra Orexina-A para tratar de detectar 

señal a nivel de hipotálamo. Se detectaron células positivas a OX-A en el hipotálamo en 

las etapas E15.0 y E17.0 (figura 13). Sin embargo, estas células no colocalizan con 

EBF2. Tanto en hipotálamo como cartílago, se encontró señal de orexina-B en el centro 

y señal EBF2 en la periferia. 
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Figura 13. Presencia de OXN en hipotálamo en el desarrollo embrionario 
En esta figura se presenta el hipotálamo en las tres etapas embrionarias analizadas. En E14.0 (A y B), se observa la 
presencia de células EBF2+ en el hipotálamo. Sin embargo, no se detectó señal de orexina-A. En las siguientes dos 
etapas, se detectaron somas de orexina en el hipotálamo, intercalados con células EBF2+, similar al adulto. No se 
presenta colocalización entre las señales. 3V – tercer ventrículo. 

 

Se ha descrito que EBF2 se detecta en el hipotálamo desde la etapa E12.5126, y en 

este estudio se evidenció desde la primera etapa analizada (E14.0). Se detectaron 

neuronas de orexina a partir de E15.0, un día posterior a lo reportado9. Esto puede 
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deberse a que los otros autores utilizaron un anticuerpo de otra casa comercial formulado 

con un fragmento distinto de orexina-A, un protocolo de inmunofluorescencia distinto y 

fueron visualizados en un microscopio confocal. 

 

Objetivo 3. Determinar si otras poblaciones neuronales del hipotálamo 

lateral producen EBF2. 

Se analizaron las siguientes poblaciones del hipotálamo lateral: MCH, CART, 

neurotensina, LepRb y neuropéptido-Y. 

MCH 

Se detectó señal de MCH en hipotálamo lateral (figura 14A-B). Aunque no 

colocaliza con la señal de EBF2, se encontró que ambas poblaciones neuronales se 

distribuyen en el mismo nivel y se intercalan unas con otras. Se detectó una media de 

3535 (±89.62) células en los cerebros analizados, de las cuales ninguna expresa EBF2. 

CART 

Se detectó a la población CART+ en hipotálamo lateral, pero esta población 

tampoco colocaliza con EBF2 (figura 14C-D). 

Neuropéptido Y 

No se encontró señal de neuropéptido Y en hipotálamo lateral y, por lo tanto, no 

colocaliza con las células EBF2+ en LHA (figura 14E). 
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Figura 14. Ausencia de EBF2 en células MCH, CART y NPY del LHA. 
Se detectaron las poblaciones MCH+ (A y B) y CART (C) en el hipotálamo lateral (rojo) y se detectaron células 
positivas a EBF2 (verde), y no hubo colocalización entre ambas. D. En epitelio olfatorio, se detectó señal de CART en 
neuronas olfatorias, y hubo colocalización con EBF2 (puntas de flecha). E. No se detectan somas de NPY en LHA. 3V 
– tercer ventrículo. 

 

Receptor de leptina LepR 

Se realizó el ensayo de doble marcaje LepR con EBF2 (figura 15A-B). Sin 

embargo, ocurrió una reacción cruzada de los anticuerpos secundarios, uno dirigido 
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contra oveja y el otro contra cabra (por la naturaleza de los anticuerpos primarios), por 

lo que se detectó un patrón similar en los canales de ambos fluorocromos. Debido a la 

reacción cruzada, no se puede evaluar colocalización. 

Neurotensina 

En el ensayo con anticuerpo dirigido contra neurotensina (figura 15C-D), se 

detectó señal en fibras axonales pero no se detectaron los somas en hipotálamo. Se 

repitió el ensayo, ahora con anticuerpos dirigidos contra prepro-neurotensina, el cual se 

espera que se localice en el cuerpo neuronal. Se encontraron abundantes células 

positivas a ppNts en hipotálamo lateral y núcleo arqueado, y una parte de esta población 

colocalizó con EBF2 (figura 15E-F). 
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Figura 15. Resultado de ensayo de EBF2 con LepR, Nts y ppNts. 
A y B. En el ensayo de LepR, se detectó una señal similar en los canales rojo y verde, esto posiblemente debido a que 
los anticuerpos primarios provienen de especies relacionadas. Se logra observar una señal EBF2+ más intensa, pero no 
se puede concluir que hay colocalización debido a la señal cruzada. C y D. El ensayo con Nts resultó en una señal 
débil y los somas no se logran distinguir con claridad. E y F. ppNts presenta una señal débil del anticuerpo anti-ppNts. 
Sin embargo, se aprecia colocalización en las neuronas (punta de flecha). 
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Discusión 

EBF2 se expresa en el área lateral del hipotálamo por poblaciones celulares específicas 

Se conoce que EBF2 juega un papel importante en el desarrollo de diversos grupos 

neuronales129,131,133. En este estudio, se detectó que hay presencia de células positivas a 

EBF2 desde la etapa embrionaria más temprana contemplada (E14.0) y continúa 

presente hasta la etapa adulta, lo cual evidencia la importancia de EBF2 en el área lateral 

del hipotálamo. Es posible que EBF2 juegue un papel importante en el desarrollo de los 

circuitos del hipotálamo lateral. Esto explicaría por qué en ratones nulos para Ebf28 hay 

un efecto negativo drástico en la población de orexina. 

 

Las neuronas orexinérgicas no expresan EBF2 en el adulto ni durante el desarrollo 

embrionario 

En el análisis de colocalización de orexina con EBF2, no se detectó colocalización 

en el hipotálamo adulto ni en el embrionario. Por ello, no es plausible que EBF2 regule 

la expresión de HCRT o algún otro gen necesario para la supervivencia o desarrollo de 

las neuronas de orexina, como se había visto en el estudio in vitro147. Entonces, el efecto 

visto en los knockout de Ebf2 debe de ser indirecto a través de otras poblaciones 

celulares. 

 

Las neuronas de neurotensina del hipotálamo lateral expresan EBF2 

Tanto orexina y neurotensina se expresan en LHA y regulan la ingesta, actividad 

motora y sistema de recompensa. Las neuronas de orexina expresan el receptor 2 de 

neurotensina (NTSR-2) y se inhiben por estímulo de la población de neurotensina.14 

Por inmunofluorescencia, encontramos somas de neurotensina en el hipotálamo 

lateral, lo cual concuerda con lo que está reportado en la literatura151. Una fracción de 

esta población presentó señal de EBF2 en el compartimento nuclear, lo cual representa 

un dato novedoso. No existen publicaciones que analicen la relación entre EBF2 y 



48 

 

neurotensina u otro marcador de poblaciones del hipotálamo lateral contemplado en este 

estudio. 

Otros autores han explorado la relación anatómica y funcional entre la población 

de orexina y la de neurotensina, en particular la subpoblación positiva para neurotensina 

y receptor de leptina, forma larga (Nts+/LepRb+). Estas poblaciones neuronales, en 

conjunto, integran señales humorales de apetito/saciedad y lo llevan hacia los sistemas 

de conducta motivada. Las neuronas de orexina son activadas por ghrelina a través de 

receptores GHS-R, y son sensibles a leptina por vía indirecta a través de las neuronas 

Nts+/LepRb+. Éstas últimas tienen un efecto inhibitorio en las neuronas de orexina.  

Sin embargo, se ha visto en ratones con bloqueo de NTS no produce un fenotipo 

similar al de EBF2-null. Los ratones con deleción de NTS son similares a los silvestres 

en apariencia general, anatomía, peso corporal, reproducción y comportamiento 

aparente,152 mientras que los ratones sin EBF2 presentan disminución en actividad 

locomotora, ingesta, alteración del ciclo sueño/vigilia, menor tamaño y menor peso 

corporal8. Los ratones con deleción del receptor de leptina en neuronas Nts+/LepRb+ 

presentan una alteración en la respuesta a leptina y a ghrelina por las neuronas de 

orexina153. En este modelo tampoco se observa una disminución de la población de 

neuronas de orexina, aunque pudiera deberse a que no se eliminaron experimentalmente 

las neuronas Nts+/LepRb+, sino que se bloqueó la producción de LepRb en dichas 

neuronas153,154. 

Se han explorado aspectos sobre el papel de neuronas Nts sobre las neuronas de 

orexina pero no se ha analizado la relación de ambas poblaciones durante el desarrollo 

del hipotálamo en la etapa embrionaria. Es necesario analizar el efecto de la deleción de 

EBF2 en las neuronas de Nts, o realizar un modelo de ablación de neuronas Nts y 

analizar las repercusiones en las neuronas de orexina para conocer la relación de estas 

poblaciones durante el desarrollo. 

 

EBF2 se expresa en algunas neuronas olfatorias CART-érgicas 
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Como hallazgo, se detectó EBF2 en neuronas olfatorias CART+. Aunque se ha 

descrito la presencia de EBF2155 y de CART156 en epitelio olfatorio, no se ha reportado 

su colocalización y no existen publicaciones en las que se explore la interacción entre 

Ebf2 y Cartpt. Esto representa una aportación de este trabajo, la cual se deberá de 

explorar a fondo en proyectos futuros. 

 

EBF2 y orexina se encuentran en algunos tejidos pero en distintas poblaciones celulares 

Se encontró una relación anatómica espacial entre células positivas a EBF2 y a 

orexinas en el cerebro y en algunos tejidos fuera del SNC. Las células EBF2 se suelen 

acompañar de axones de orexina en hipotálamo lateral, tálamo, núcleos septales y tallo 

cerebral. Durante las etapas embrionarias analizadas, también se detectó señal de 

orexinas en el centro de los cartílagos primordiales (esfenoides, cartílago de Meckel, 

temporal, fémur, entre otros), y se detectaba señal EBF2 en la periferia de los cartílagos. 

Se conoce que las orexinas favorecen la formación ósea y su ausencia resulta en 

una reducción de masa ósea157. En el mismo estudio, determinaron que se expresaban 

orexinas y OX1R en tibia, y dicha expresión de orexina se daba en células madre 

mesenquimales, osteoblastos y adipocitos de médula ósea. En otro estudio en ratones 

con obstrucción de la vía aérea, el incremento de expresión de orexinas y receptor OX1R 

juegan un papel en las anomalías en el sueño y en el crecimiento asociadas a la 

obstrucción158. 

Por otro lado, se ha detectado señal de EBF2 en tejido conectivo que rodea 

condensaciones condrogénicas y formando tendones durante la etapa embrionaria en 

modelos animal140, lo cual es similar a lo observado en este estudio. También se ha 

reportado que EBF2 se expresa en progenitores de osteoblastos como regulador de 

diferenciación de osteoclastos, y la falta de Ebf2 resulta en una disminución de la masa 

ósea141. 

 

Papel de EBF2 en el desarrollo de las neuronas orexinérgicas 
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Se ha descrito que los miembros de la familia EBF juegan un papel fundamental en 

el desarrollo del sistema nervioso de vertebrados. Durante la neurogénesis, los genes de 

la familia EBF son necesarios en progenitores neuroepiteliales para iniciar 

diferenciación neuronal,  migración hacia la capa del manto y salida del ciclo celular159. 

Existen publicaciones en las cuales se ha explorado el papel que juega EBF2 en distintas 

poblaciones neuronales específicas. Dentro de las funciones en el desarrollo del sistema 

nervioso, se sabe que regula la diferenciación,  migración, supervivencia, proyección y 

establecimiento de patrones. 

Chuang describió que Ebf2 es necesario para la neurogénesis cortical a través de la 

diferenciación de células Cajal-Rezius132. Croci y colaboradores reportaron que EBF2 

regula la migración y la supervivencia de las células de Purkinje durante el desarrollo 

embrionario y postnatal, el establecimiento de patrones de la vermis cerebelar y la 

determinación de un fenotipo específico de neuronas cerebelares133; Bizzoca después 

demostró que algunos de estos efectos se deben a la regulación en la expresión de 

contactina-1 dependiente de EBF2136. Wang y colaboradores demostraron que la 

ausencia de Ebf2 resulta en una falla en la proyección de las neuronas receptoras 

olfatorias hacia el bulbo olfatorio138. 

Todos estos ejemplos explican diferentes procesos en los cuales la ausencia de 

EBF2 resulta en falla del desarrollo de la población estudiada. En las neuronas de 

orexina también se observa un efecto que aún queda por esclarecer. 

  



51 

 

Conclusión 

Las neuronas de orexinas requieren de la función de EBF2 para tener un adecuado 

desarrollo o supervivencia. Dicha función no se da por regulación directa del gen de 

orexina (HCRT) o de algún otro gen dentro de las neuronas de orexina. La relación de 

EBF2 con las neuronas de orexina es indirecta, ya que se observa una relación espacial 

entre las neuronas de orexina y las neuronas EBF2 en hipotálamo como fuera del 

hipotálamo y en distintas etapas del desarrollo. Además, se demostró que EBF2 se 

encuentra desde fases tempranas en la vecindad de las poblaciones que forman 

posteriormente al hipotálamo lateral, y una población de EBF2 persiste hasta la etapa 

adulta en el mismo sitio. Se explorará más a fondo esta relación en futuros proyectos en 

el grupo de investigación para elucidar el mecanismo homeostático que ejerce el gen 

Ebf2 en las neuronas de orexina y en otras neuronas del hipotálamo lateral. 
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