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RESUMEN

En mamiferos el marcapasos circadiano es el ndcleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo
que se sincroniza con los ciclos ambientales de luz y oscuridad mediante el tracto retino-
hipotaldamico modulando la regulacion a través de otros nucleos hipotalamicos de vias
neuroendocrinas y metabdlicas que coordinan a los osciladores periféricos. La disrupcion del
control circadiano esta asociada a la disfuncion de varios sistemas fisiologicos, permitiendo
el desarrollo de diversas patologias metabolicas como la obesidad o la diabetes tipo 2 (DT2).
El raton Neotomodon alstoni, endémico del eje transvolcanico mexicano, se ha estudiado
como modelo de obesidad sobre diversos rasgos de esta condicion en la perspectiva de los
ritmos circadianos. Actualmente se desconoce si en el raton obeso N. alstoni existen
diferencias en la termorregulacion corporal, asi como la respuesta termogénica ante la
exposicién a un ambiente frio y en el gasto metabdlico. Los resultados en este trabajo indican
que el perfil diario metabdlico en los roedores obesos es menor que en los ratones delgados,
siendo contrastante en el consumo de oxigeno (VO2), el gasto energético en calorias
(EEKcal) y en el consumo, y observando tendencias en la produccion de didxido de carbono
(VCO2), en el coeficiente respiratorio (RQ). La actividad locomotora indica resultados
similares a trabajos previos con este modelo. De esta manera, los ratones obesos mostraron
un perfil de temperatura corporal (Tc) menor tanto en ciclos de luz-oscuridad (LO) y
oscuridad continua (OO) y se observo tendencia de un déficit termorregulatorio en el fenotipo
obeso, asociado a baja presencia relativa de UCP1 y a la desintegracién estructural (sin
estructura definida) del tejido adiposo pardo (TAP). En cuanto a la abundancia de las
proteinas reloj BMALL y PER1 no se observé un comportamiento irregular en su expresion

en el tejido interescapular, sin embargo, es necesario indagar mas al respecto.
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ABSTRACT

In mammals the main circadian pacemaker is the suprachiasmatic nucleus (SCN) of the
hypothalamus that is synchronized in part with the environmental cycles of light and dark
through the tract that allows the regulation of neuroendocrine and metabolic pathways that
coordinate peripheral oscillators. The circadian control disruption is associated with the
disfunction of several physiologic systems, allowing the development of various pathologies
such as obesity or type 2 diabetes (T2D). The endemic Mexican volcano mouse Neotomodon
alstoni, has been studied as a model of obesity on various features of this condition in the
perspective of circadian rhythms. It is currently unknown whether there are significant
differences in metabolic and thermogenesis expenditure in the mouse N. alstoni, as well as
the thermogenic response to the sudden exposure to a cold environment. The results in this
work indicate that the daily metabolic profile is lower in the obese mice than in the lean mice,
being contrasting in the oxygen consumption (VO2), energy expenditure (EEKcal) and water
intake, while in the production of carbon dioxide (VCQ2), respiratory coefficient (RQ) only
trends were observed. The locomotor activity indicated similar results to previous work with
this model. In this way, the obese mice showed a low body temperature profile in both, light-
dark (LD) and continuous darkness cycles (DD) with a tendency of a thermoregulatory
deficiency in the obese phenotype, associated with low relative presence of UCP1 and the
structural disintegration (undefined structure) of the brown adipose tissue (BAT). Regarding
the abundance of the clock proteins BMALL and PER1, an irregular behavior in their
expression in the interscapular tissue was not observed, however, it is necessary to investigate

further.
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thermoregulation, adipose tissue, UCP1 y obesity.
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L INTRODUCCION

Los ritmos diarios que presentan los seres vivos en su interaccion con su ambiente natural y
que persisten en condiciones constantes con periodo cercano a 24 h son llamados ritmos
circadianos (Pittendrigh, 1993). Estos ritmos son generalmente regulados por una serie de
genes y sus productos funcionan como osciladores biolégicos que interaccionan con
multiples sistemas, de tal manera que permiten ajustar y anticipar la fisiologia y el
comportamiento de un organismo a los ciclos diarios de su ambiente (Froy & Garaulet, 2018;
Morgan, 2004). Aunque la maquinaria molecular del reloj circadiano esta presente en todas
las células de un animal, existe una jerarquia entre estructuras y Organos que permiten
distinguir a relojes circadianos maestros 0 marcapasos, usualmente asociados a vias de
entrada (aferencias) de sistemas sensoriales que traducen la informacién ciclica del ambiente.
También estdn asociados a vias de salida (eferencias) que le permitan coordinar otras

funciones internas y conductas hacia el exterior (Stillman et al., 2007).

En mamiferos el marcapasos circadiano principal-es el ntcleo supraquiasméatico (NSQ) del
hipotalamo (Moore & Leak, 2001) y se sincroniza, en parte, con los ciclos ambientales de
luz y oscuridad mediante el tracto retino-hipotalamico (TRH) (Meijer, 2001) para después
regular, a través de otros nucleos hipotaldmicos, vias neuroendocrinas y metabodlicas que
coordinan a los osciladores periféricos circadianos en el resto del organismo. Por su lado, el
hipotdlamo, principalmente a través de su conexién con la glandula anterior pituitaria y
retroalimentacion hormonal, regula la homeostasis fisioldgica de diversos sistemas, entre los
gue se encuentran la presion sanguinea, la temperatura corporal (Tc)y la ingesta de alimento
(Elmquist et al., 2005). La influencia del NSQ y de la maquinaria molecular circadiana propia
en estos sistemas permite que la Tc y el metabolismo muestren ritmos circadianos (Refinetti,
2015) vy, especificamente, la termorregulacion mediada por el sistema de termogénesis no
tiritante del tejido adiposo pardo, cuyo sistema es mediado por la mitocondria en dicho tejido

para la produccion de calor sin necesidad de la accion muscular (Lee et al., 2014).

Actualmente se considera que la organizacion precisa del sistema circadiano favorece la
salud. Por el contrario, la disrupcién del control circadiano esta asociada a la disfuncién de
varios sistemas fisiolégicos. La disrupcion circadiana se manifiesta como desorientacion,

fatiga, insomnio o desbalance hormonal entre otros sintomas (Froy & Garaulet, 2018) y



facilita el desarrollo de patologias, entre las cuales se consideran la obesidad y la diabetes
tipo 2 (DT2) (Anaya et al., 2010).

La obesidad es una condicion fisioldgica que se caracteriza principalmente por el exceso de
tejido adiposo (TA), en especial el adiposo blanco (TAB). Es una condicion relacionada con
un consumo de alimento que excede el gasto energético, en parte por la falta de actividad
fisica, entre otras variables de sefializacion bioquimica y genéticas que permiten el desarrollo
de diversas enfermedades metabolicas como la DT2, hipertension, enfermedades
cardiovasculares e incluso cancer (Qasim et al., 2018). A su vez, la obesidad influye
negativamente en los patrones de actividad fisica y el reposo, incluso en‘la homeostasis del
suefio ya que los horarios de descanso son irregulares debido a esta condiciéon (Froy &
Garaulet, 2018).

El raton Neotomodon alstoni, endémico del eje transvolcanico mexicano, se ha estudiado
recientemente como modelo de obesidad, condicién que se presenta espontadneamente en
algunos animales en cautiverio sin necesidad de alimentacion rica en calorias o nutrimentos
adicionales. Este rasgo se presenta de forma variable entre los individuos y parece estar
asociado a alteraciones hormonales en los niveles y sefializacion de glucosa, insulina, leptina,
ghrelina, triacilglicéridos y acidos grasos (Carmona-Alcocer et al., 2012; Miranda-Anaya et
al., 2019; Pérez-Mendoza et al., 2017). A la fecha se desconoce si existe una base genética
de esta condicion en este modelo. Al respecto, se han estudiado diversos rasgos de la
condicion de obesidad desde la perspectiva de los ritmos diarios y circadianos, por lo que se
requiere enriquecer el conocimiento sobre este modelo biolégico. Actualmente se desconoce
si en el raton obeso N. alstoni existen diferencias importantes en el gasto metabolico y la
termogénesis, asi como la respuesta termogénica ante la exposicion stbita a un ambiente frio.
Este proceso evidentemente representa un gasto energético para la tasa metabdlica y es
posible que sea variable en funcion a la fase del ciclo diario de actividad locomotora.

Existen varios procesos internos de regulacion termogenica que compensan la caida de la
temperatura ambiental, uno de ellos es la termogénesis no tiritante, en la que el calor se
produce por el tejido adiposo pardo (TAP) mediante la Proteina Mitocondrial Desacoplante

UCP1 (Miletta & Horvath, 2018). La exposicion subita al ambiente frio permite evaluar los



procesos de termogénesis y el modelo de raton obeso permite conocer si existe un déficit en
esta funcion. Es por ello que se requiere comparar si entre ratones delgados y obesos existen
diferencias en el proceso de termorregulacion no tiritante asociado con la expresion de
proteinas UCP1 en tejido adiposo pardo y de reloj circadiano BMALL y PER por estar
mayormente relacionados con el metabolismo (Cornelissen, 2019), ademéas de la tasa
metabdlica (gasto energético) y la actividad locomotriz circadiana. Lo anterior permitiria
comprender mejor a través de este modelo de qué forma en la condicion de obesidad, tanto
la actividad locomotriz circadiana como la termogénesis del tejido adiposo pardo, y si la
influencia del tejido adiposo blanco estaria vinculados en un déficit metabodlico y

termorregulatorio cuando existe la exposicion a climas frios.



Il. ANTECEDENTES
2.1 Ritmos circadianos en mamiferos

Los ritmos circadianos en mamiferos dependen de un mecanismo genético presente en todas
las celulas del organismo. EI mecanismo molecular del reloj circadiano esta compuesto por
un ciclo de retroalimentacion en la transcripcion y traduccion celular que dura
aproximadamente 24 h y comprende diversos genes conservados en los animales (Blum et
al., 2018; Takahashi et al., 2008). El reloj circadiano maestro en los mamiferos es el nicleo
supraquiasmatico (NSQ), se ubica en la base el hipotalamo, por encima del quiasma optico.
El NSQ de ratas posee aproximadamente 10,000 neuronas distribuidas entre el tercer
ventriculo y el quiasma éptico, ademas se divide en dos subregiones (médula y corteza), la

sincronizacién circadiana en este circuito neuronal se da por la actividad combinada de
glutamato, polipéptido activador de la adenilato ciclasa pituitara (PACAB), péptido
vasoactivo intestinal (VIP) y GABA (Figura 1) (Hastings et al., 2018; Legates et al., 2014).

El NSQ modula los ciclos diarios en la homeostasis fisiol6gica de diversos sistemas, tanto
neuronales como en tejidos periféricos (EImquist et al., 2005; Moore & Leak, 2001) y ademas
presentan una jerarquia en estructuras. El ritmo circadiano que se genera en el NSQ se
sincroniza con la informacion neuroquimica que se transduce en la retina por efecto de los
ciclos ambientales de luz-oscuridad y se transmite al NSQ mediante el tracto retino-
hipotaldmico (TRH) (Meijer, 2001). Asi mismo, el NSQ tiene influencia sobre otros nuicleos
hipotalamicos y vias parasimpaticas y simpaticas hacia todos los érganos, de modo que el
reloj maestro genera impulsos monosinapticos al nervio motor vago y a neuronas de la espina
dorsal a través de neuronas pre-autondmicas del nicleo paraventricular (PVN) (Buijs, Ruiz,
et al., 2019). De esta manera, el NSQ regula una diversidad de vias neuroendocrinas a otros
tejidos en el resto del organismo, que al tener el mecanismo molecular circadiano también
son Ilamados osciladores periféricos. Asi mismo, el NSQ integra sefiales neuroendocrinas de
los osciladores periféricos y el estado metabodlico, lo que le permite una regulacion por
retroalimentacion. Si se presentan deficiencias en la capacidad de coordinacién del reloj

circadiano, el organismo reduce eficiencia en las funciones biol6gicas basicas y en su



interaccion con el ambiente ciclico (Miranda-Anaya et al., 2010; Carmona-Alcocer et al.,
2012; Morgan, 2004).
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Figura 1. Zona anatomica y composicion del Nucleo Supraquiasmatico, conexiones y
principales vias. A) Corte sagital de cerebro de rata indicando la posicion del NSQ a los lados del
tercer ventriculo en el hipotalamo. Se muestra la corteza (dorsomedial 0 DM), la médula (ventrolateral
0 VL) y la aferencia fética del TRH. B) Indica una representacion del NSQ con sus principales vias
aferentes y eferentes, con los neurotransmisores dominantes en cada region. Las neuronas de la
medula incorporan la informacion del exterior como la luz que pasa por el TRH, informacion del
talamo entre otras estructuras y moléculas. Dicha informacién de una amplitud ritmica relativamente
baja pasa de la médula como GABA o péptido vasoactivo intestinal (VIP) o péptido gastrico (GRP).
En la corteza se utiliza GABA, arginina vasopresina (AVP) o prokinecitina 2 (PK2) para comunicar
con una amplitud ritmica alta a otras neuronas en regiones de la zona subparaventricular (SPVZ) y
del hipotdlamo dorsomedial (DMH) las cuales generan proyecciones al sistema nervioso central y
endocrino (Modificada de Colwell, 2011).



El origen de la ritmicidad circadiana a nivel molecular es, principalmente, la interaccién entre
reguladores positivos y negativos (Figura 2). Los reguladores positivos son las proteinas
dimerizadas (CLOCK/BMAL1) de los genes Clock/Bmall, que en el nlcleo activan la
transcripcion de los genes Per 1, 2, 3y Cry 1, 2, cuyas proteinas (PER 1, 2, 3; CRY 1y 2)
forman heterodimeros que se transloca al nucleo celular para funcionar como reguladores
negativos al interactuar con el complejo proteico de CLOCK-BMALL1 e inhibir su propia
transcripcion a través de las regiones reguladoras (E-box); por lo que los niveles de mMRNA
de ambos disminuye e inicia la degradacion del complejo de proteinas, permitiendo el
reinicio del ciclo (Hastings et al., 2018; Takahashi et al., 2008). La actividad oscilatoria de
estos factores de transcripcion, principalmente de CLOCK/BMALL y sus mecanismos de
regulacion permiten una expresion ritmica de multiples genes (genes controlados por reloj)
que constituye al menos un 10-43% del transcriptoma segun el tejido. Tanto la traslocacion
de los dimeros al nacleo, asi como la degradacion de los mondmeros requieren de la
fosforilacion por parte de las enzimas GSK3p y CKd/e. La fosforilacion en proteinas no
dimerizadas facilita su ubiquitinacion (Ub) y degradacion por proteosoma (Blum et al.,
2018).

Ademas, también participa una asa secundaria de regulacién de BMALL por parte de
receptores nucleares Ror a-f-y y Rev-erb-a-f, cuyas proteinas regulan de forma opuesta la
expresion de Bmall, y lo vinculan a procesos de regulacion metabdlica (Gréchez-Cassiau et
al., 2015). Finalmente, el gen Clock se expresa constitutivamente por lo que la oscilacién del
dimero de CLOCK y BMALL1 depende de la oscilacion de éste ultimo (Takahashi, 2017). En
este sentido, los 6rganos periféricos estan en una oscilacion molecular ritmica coordinada

con el NSQ.a manera de un orden temporal interno.

Se ha demostrado que el tejido adiposo (TA) posee genes de reloj, entre ellos Bmall, Persy
Crys,que regulan la secrecion ritmica de varias moléculas sefializadoras como la
adiponectina y la leptina, hormonas de la regulacion de la ingesta y muy asociadas al
desarrollo de la obesidad y sindrome metabdlico; a la eficiencia de la insulina para la
captacion de glucosa y la variacion de acidos grasos y triacilglicéridos (TAG). Por lo anterior,
el TA es un tejido de interés en el estudio de la etiologia de la obesidad y su vinculo con el
reloj circadiano (Gomez-Abellan et al., 2008; Hernandez-Garcia et al., 2019).
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Figura 2. Mecanismo de retroalimentacion del ciclo circadiano en mamiferos. La dimerizacion
de las proteinas CLOCK/BMALL1 activan la transcripcion de los genes Per y Cry regulando los
niveles de expresion las proteinas PER y CRY las-cuales forman un heterodimero fuera del nucleo
al ser fosforilados por los complejos GSK3p y CKd/€y regresan al nlcleo para inhibir la actividad
del complejo CLOCK/BMAL1 y detener su propia transcripcion. Si las proteinas de PER1y CRY1
no forman el complejo inhibidor; estas pueden ser fosforiladas por separado y ubiquitinadas para su
degradacion (Modificada de Blum et al., 2018).

Esta comunicacién entre el reloj circadiano y el TA es importante para la regulacién de
adiposidad y ‘peso corporal en animales que muestran los cambios fisioldgicos asociados a
las estaciones del afio. Varios estudios establecen una estrecha relacion entre estos dos
sistemas y el desarrollo del sindrome metabdlico, obesidad y DT2 (Bray & Young, 2007;
Hernandez-Garcia et al., 2019). Con respecto a mutaciones en Clock, se ha observado que
este fenotipo presenta una disminucion en la alimentacion, aumento en los niveles de
adiponectina asi como la perdida de ritmicidad de esta molécula y decremento en el receptor
de Glut4, desembocando en sindrome metabdlico (Gomez-Abellan et al., 2010; Kennaway
etal., 2007; Turek et al., 2005).



2.2 Cambios en el tejido adiposo en la obesidad.

La obesidad es una enfermedad de origen multifactorial en la que influyen desde elementos
genéticos hasta ambientales y se caracteriza por el incremento en cantidad y tamafio
(hiperplasia y/o hipertrofia) del Tejido Adiposo (TA). La obesidad se vincula a alteraciones
fisiologicas y pro-inflamatorias en el TA debido a la asociacion que tienen los adipocitos con
diversas citosinas como la IL6 (Hajer et al., 2008; King & King, 2013; Lugogo et al., 2011),
que afectan las funciones metabdlicas y endocrinas del propio TA (Lee et al., 2014). EI TA
es un organo de importancia metabolica ya que responde a la disposicion y requerimiento de
nutrientes, asi como a cambios ambientales de temperatura. En mamiferags existen tres tipos
de adipocitos, el blanco, beige y pardo, cada uno conformando el tejido adiposo dependiendo
del contenido de adipocitos (TAB, TABe y TAP). EI TAB posee una sola vesicula donde
almacena grasa en forma de triglicéridos que pueden ser hidrolizados por la accion de varias
lipasas favoreciendo la separacion de &cidos grasos y glicerol cuando hay escasez de alimento
(Bartelt & Heeren, 2014; Ghaben & Scherer, 2019; Lee et al., 2014). Estos tejidos poseen
una composicion muy alta de adipocitos (30-40%), y el resto corresponde a estructuras
nerviosas, vasculares, fibroblastos, macrofagos, linfocitos y preadipocitos. La cantidad de
TAB y TAP puede ser variable y dependiente de rasgos genéticos, edad y de condiciones
ambientales (Cinti, 2015).

El adipocito beige (TABe) se encuentra en el TAB bajo condiciones de alta produccion
calorifica (cuando el organismo esta expuesto al frio o en actividad fisica). Se producen a
través de un proceso de diferenciacion de TAB a TABe llamado “browning”, y ayudan a la
produccién de calor (Bartelt & Heeren, 2014). Tanto el TAB como el TABe se originan de
un mismo linaje celular, mientras que el TAP parte de otro linaje a través de factores
miogénicos Myf5 (Lee et al., 2014). Los adipocitos pardos o cafés, que son muy abundantes
en el tejido adiposo pardo (TAP), poseen un origen distinto al TAB dependiendo de la zona
anatomica en donde se presenten (Figura 3). Estas zonas son, principalmente: la
interescapular o el TAP clasico, gonadal o epididimal (solo TAB) e inguinal (iTAB) el cual
se presenta como adiposo blanco beige (Bartelt & Heeren, 2014; Lee et al., 2014). Segun
Zhang & Bi (2015), el TAP ademés de tener una distribucion interescapular, también tiene

la cervical, periadrtica, pericardica, perirrenal y axilar.
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Figura 3. Distribucion de los diferentes tipos de tejidos adiposos en la rata. Las zonas marcadas
en rojo contienen en gran cantidad adipocitos pardos, el TAP (BAT por sus siglas en inglés)
interescapular conocido como “clasico”, las anaranjadas son una combinacion entre adipocitos
blancos y rojos, donde se puede llevar a cabo el proceso de “browning” y la zona marcada en azul
corresponde Unicamente a tejido con adipocitos blancos, también conocida como visceral o gonadal
(imagen modificada de F. Zhang et al., 2018).

2.3 Tejido adiposo pardo y el papel de la proteina UCP1 en la termogénesis no
temblorosa y homeostasis metabolica.

A diferencia del TAB, el TAP esta especializado en la produccidn y disipacion de calor en la
termogénesis no temblorosa, debido a su alto contenido de mitocondrias y de mdltiples

vesiculas con &cidos grasos disponibles. La produccion de calor se debe a la actividad de las



proteinas desacoplantes de la mitocondria, principalmente la UCP1 (Bartelt & Heeren, 2014;
Harper, 2020; Lee et al., 2014). Se sabe que en humanos el TAP contribuye en un 20% en
produccion diaria de calor y un 5% de la tasa metabolica (Press, 2016; van Marken et al.,
2011).

El TAP existe en adultos tanto humanos como roedores (van Marken Lichtenbelt et al., 2018)
y en ambos, una exposicion al frio estimula la funcién del TAP y un incremento en la
presencia de UCP1 en el TAB, el cual se denomina tejido adiposo beige (TABe) (Guerra et
al.,, 1998; van Marken Lichtenbelt et al., 2018). La liberacion de norepinefrina o
noradrenalina (dependiendo de la localizacion y su funcion como neurotransmisor u
hormona) promueve una cascada de sefializacion mediada por una proteina G, la cual, con la
ayuda de la lipasa, permiten la degradacion de TAG que son descompuestos a acidos grasos
a que se utilizan en la B-oxidacion. Estos acidos grasos se introducen a la matriz mitocondrial
para generar ATP como resultado de la oxidacion de los acidos grasos y el flujo de la cadena
electrones, sin embargo, la UCP1 se encarga de interrumpir el flujo de electrones para
producir energia calorifica derivada de la fuga de protones a través de la membrana
mitocondrial, lo que produce un desacople entre la fosforilacion oxidativa y la produccion
del ATP (Figura 4) (Déavila & Jesus, 2014; Miletta & Horvath, 2018). Adicionalmente, se ha
observado que la dptima activacion de la proteina UCP1 esta asociada a la produccion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) producidas por la cadena de transferencia de electrones
(CTE) en la mitocondria y que el TAP aumenta los indices de reacciones pro-oxidantes

cuando hay una exposicidn al frio (Chouchani et al., 2016; Nicholls & Rial, 2016).

El TA es un tejido con importancia metabolica que regula la homeostasis energética en todo
el cuerpo cumpliendo una funcién esencial en el balance energético, ya que utiliza los TAG
circulantes y también aprovecha la glucosa cuando hay una exposicion al frio (Bartelt et al.,
2011).

Los adipocitos pardos secretan hormonas como la betatrofina y el factor de crecimiento
FGF21, que actuan como proliferador de células beta pancreaticas o como regulador de la
glucosa, respectivamente (Cinti, 2015). Por otro lado, el TAB no sélo cumple funcién de

almacenamiento de TAG, sino que también es responsable de la secrecién de varias
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moléculas asociadas a la homeostasis energética como acidos grasos (secretados en
intervalos entre las comidas), hormonas como la leptina (sefializador para el sistema limbico-
alimentacion) y adipocitocinas o adipocinas que controlan la homeostasis energética a traves
de tejidos periféricos y el SNC. Asimismo, el TAB participa regulando los niveles de glucosa
y de acidos grasos también en procesos proinflamatorios o antiinflamatorios a través de la
produccion y liberacion de diferentes citocinas (Choe et al., 2016; Cinti, 2015; Serin & Acar
Tek, 2019).

NE
Receptor B-adrenérgico (.H'\ Membrana
CELULA TAP A ([ plasmatica
ATP cAMP PKA —» Lipasa
\ Triglicéridos
Cn acyl Acyl CoA
transferasa sintetasa
Membrana
MITOCONDRIA
/ \ / externa
e AcylCn Acyl CoA
H* H*
H-Q'
A
M2 Membrana
zi interna
AcylCn carreador

\—b B-oxidacidn -
H* i+ ATP
H+

Energia en forma
de calor

Figura 4. Mecanismo de activacion de la UCP1 y produccién de calor a partir de triglicéridos.
La norepinefrina (NE) es liberada por el sistema nervioso simpatrico (SNS) y al unirse al receptor 3-
adrenégico permite la lipolisis de triacilglicéridos endogenos del TAP a través de la ruta CAMP y
proteina kinasa A (PKA). La liberacion de acidos grasos (FFA) activan la ruta del &cido graso
sintetasa (Acyl CoA), del acil carnitina tranferasa (Cn asyl) y B-oxidacion para el mecanismo
convencional respiratorio. La acumulacion de FFA 'y su oxidacion permite la acumulacion de especies
reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés), y a su vez, la union de los FFA y ROS para una
activacion optima de la UCP1, permitiendo el flujo de protones a través de la UCP1 (flechas azules)
para la respiracion termogénica. Al finalizar la lipdlisis, los FFA residuales son oxidados revirtiendo
la activacion de la UCP1 (imagen modificada de Nicholls & Rial, 2016).
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2.4 Vias de regulacion hipotalamica de la temperatura corporal (Tc) y el metabolismo.

La regulacion circadiana de los mecanismos homeostaticos involucra diversos nucleos
hipotaldmicos neuronales que participan como centros multifuncionales en procesos de
alimentacion, la termorregulacion, el suefio-vigilia, entre otros (Shukla & Basheer, 2016), lo
que lo hace un sistema muy complejo. Ante una exposicion al frio, la actividad del TAP.y
del pardeamiento en el TAB se ve modulada por diferentes centros neuronales que regulan
el uso de energia en el organismo (Zhang & Bi, 2015). El proceso termogenico en el TAP es
controlado por el Sistema Nervioso Simpéatico (SNS) por neuronas glutamatérgicas
distribuidas en la region del rafe medular rostral (rMR, con la participacion de los nicleos
rafé pallidus y rafé obscurus) (Nakamura et al., 2004; Nakamura & Nakamura, 2018). Dicha
region posee una conexion con neuronas del hipotdlamo dorsomedial (DMH) cuya
interaccion permite la activacion del TAP (Kataoka et al., 2014), generando una respuesta
termogénica dada través de la liberacion de noradrenalina y permitiendo la activacion de
receptores B-adrenérgicos, en particular de tres subtipos de receptores que promueven la
termogénesis en el TAP en respuesta al frio. Uno de ellos es el B1-adrenérgico, encargado de
regular la proliferacion de preadipocitos cafés.y junto con el f2-adrenérgico se estimula la
lipolisis y termogénesis del TAP en humanos, mientras que el 3-adrenérgico es importarte
para la diferenciacion de los adipocitos cafés maduros y se ha sugerido que también
promueve el pardeamiento en el TAB (Zhang & Bi, 2015; Blondin & Severinsen, 2019).

Adicionalmente, el control y la ritmicidad de la Tc requiere de la estrecha conexion entre el
NSQ vy el nudcleo-arcuato (ARC), regulando la respuesta metabdlica diaria (niveles de
glucosa) y consecuentemente el ARC manda informacion de vuelta al NSQ sobre el estado
metabolico del cuerpo con la finalidad de regular la sefial. Ambos ndcleos mandan la
retroalimentacion al Nucleo Predptico Medial (MPO) en forma de Vasopresina (del NSQ) y
de a-MSH o Neuropéptido Y (del ARC) permitiendo determinar el estado termorregulador
del cuerpo para ahorrar energia, considerado un centro integrador de la termorregulacion
(Bujis et al., 2019). EI MPO secreta de manera continua GABA sobre el DMH vy al nucleo
palido rafé rostral de la médula oblonga (rRPa) y cuando la temperatura de la piel disminuye,

la inhibicion a estos nucleos por parte del MPO se bloquea (Davila & Jesus, 2014; Morrison
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et al., 2014; Morrison & Nakamura, 2011), permitiendo la sefial para la termorregulacion

corporal.

De esta manera las regiones hipotalamicas que controlan o modulan la conexién simpatica y
que se encuentran mas relacionadas con el TAP son: el hipotalamo paraventricular (HPV),
hipotalamos lateral (LH), el area predptica (POA), area predptica medial (MPO), el
hipotdlamo ventromedial (VHM) y los ya antes mencionados como el ARC y DMH, nucleos
que también estan asociados al comportamiento alimentario (Buijs, Ruiz, et al., 2019)
mientras que para el TAB se reduce al VMH, DMH y POA (Zhang & Bi, 2015; Buijis et al.,
2019). Ademas es importante destacar que las proyecciones eferentes del NSQ, que también
se encuentra en el hipotdlamo, son principalmente GABAérgicas y reprimen la actividad
fuera del NSQ (Bechtold & Loudon, 2013); sin embargo, la conexion del DMH (nucleo
importante para la integracion ritmica) con los diferentes nucleos (rMR, LH, VMH, HPV o
PVN, PO y ARC) es muy diversa, teniendo algunas conexiones glutamatérgicas, pero a su
vez una posible la retroalimentacién negativa mediada por el NSQ (Press, 2016).

Por ultimo, la coordinacion y activacion ritmica de las diferentes vias metabolicas se vinculan
a los genes de reloj. En particular, BMALL esté relacionado con las vias lipogénicas y los
ciclos circadianos (Froy & Miskin, 2007). Recientemente, Christou y colaboradores (2019)
observaron que hay una regulacion circadiana en la funcion de genes y de proteinas del tejido
adiposo, y que depende de la fase activa de cada organismo. Esta regulacion se asocia
también con el metabolismo de los acidos grasos (elongacion, biosintesis y degradacion),
llevados a cabo en-la mitocondria. En funcion a este sistema regulatorio gen-proteina, se ha
observado_en diversos estudios el desarrollo de obesidad en ratones knockout de Bmal/.
Principalmente estos modelos suprimen variaciones en el metabolismo de la glucosa y de
TGA (Froy & Garaulet, 2018; Rudic et al., 2004; Shi et al., 2013).

Por otra parte, PER2 se asocia con obesidad abdominal y con la inhibicién de preadipogénesis
al inhibir a PPARy el cual es un activador de la proliferacion de peroxisomas expresado en
tejido adiposo y se encuentra asociado a diversas vias de regulacion metabolica (Garaulet et
al., 2010; Froy & Garaulet, 2018; Grimaldi et al., 2010) sin embargo la actividad de PERL1 es

poco descrita dentro de este mecanismo regulatorio en el tejido adiposo.
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2.5 Modelo de obesidad y ritmos circadianos en la especie Neotomodon alstoni.

El ratdn de los volcanes Neotomodon alstoni puede desarrollar obesidad en distintos grados
en condiciones de bioterio. Esta condicion esta caracterizada por el aumento de la grasa
visceral y subcutanea (Miranda-Anaya et al., 2019), ademéas de desarrollarse de manera
aleatoria en los individuos cautivos a temprana edad y con la capacidad de que el peso
corporal disminuya en condiciones de estrés. El ratdn obeso posee caracteristicas del
sindrome metabolico, entre ellas: resistencia a la leptina, hiperglucemia, hiperinsulinemia e
hipertriacilgliceridemia, siendo mas agudo en las hembras que en machos (Figura 5)
(Carmona-Alcocer et al., 2012; Pérez-Mendoza et al., 2017, 2018).
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Figura 5. Diferencia entre hembras y machos en el perfil metabdlico (LO) de ratones delgados
y obesos de Neotomodon alstoni. Se muestran los niveles de cada biomolécula (glucosa, insulina,
triacilglicéridos y leptina) en delgados (linea negra punteada) y obesos (linea gris punteada) entre
hembras (panel izquierdo) y machos (panel derecho) en funcion de tiempos Zeitgeber. Diferencias
significativas se muestran con asteriscos (tomada de Carmona-Alcocer et al., 2012).

Este modelo se ha utilizado para comprender el papel que tiene la obesidad en la

desregulacion circadiana como consecuencia de un desajuste fisiologico general. Se sabe que
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el fenotipo obeso de este raton tiene un perfil locomotriz con amplitud baja (Figura 6) y
ademas de que el consumo de alimento en proporcion al peso corporal (g) es menor en ratones
obesos que en los ratones delgados, lo que indica una menor demanda de energia diaria.
Ademas se ha mostrado que la sefializacion hipotalamica de la leptina es deficiente en el
raton Neotomodon obeso, que junto con la hiperleptinemia, sugiere una resistencia a la leptina
(Miranda-Anaya et al., 2019; Pérez-Mendoza et al., 2017); asi también se ha observado en
los ratones obesos una mayor cantidad de ghrelina total, pero menor cantidad de ghrelina
activa, asociando una posible resistencia a la ghrelina con la falta de apetito en el periodo

activo y mayor alimentacion en el periodo de reposo (Luna-Moreno et al., 2018).
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Figura 6. Perfil circadiano locomotriz y peso corporal de Neotomodon alstoni delgado vs obeso.
A) Diferencia entre raton delgado y obeso de N. alstoni. B) Perfil de actividad locomotriz de ratones
de 7 meses de edad, comparando entre obesos (con baja amplitud, linea gris) y delgados. C)
Seguimiento de peso corporal durante 7 meses entre dos grupos, delgados: cuadro oscuro y obesos:
cuadro claro (tomada de Pérez-Mendoza et al., 2018).

15



Se sabe que el fenotipo obeso de este raton tiene un perfil locomotriz con amplitud baja
(posible resistencia a la ghrelina con la falta de apetito en el periodo activo y mayor
alimentacion en el periodo de reposo (Luna-Moreno et al., 2018). En otros tipos de ratones
obesos, como los ratones ob/ob que son genéticamente deficientes en la produccion de leptina
(Wang et al., 2014), la obesidad es una posible consecuencia de uno de los diversos rasgos
afectados por la mutacion. También se ha observado en estos ratones que existen deficiencias
en la termorregulacion (Joumal et al., 1978), asociada a una menor presencia de UCP1 en el
TAP (Kates & Himms-Hagen, 1990).

N. alstoni, se encuentra por encima de los 2,500 msnm (Alvarez & Mayo-Aceves, 1993)
habitando zonas montafiosas del eje Neovolcénico Transversal y es posible que se encuentre
habituado a los cambios de temperatura extremos debido a la altitud y a la composicion de
areas boscosas (CONABIO, 2000 Listado de Regiones. Terrestres Prioritarias). Los
ejemplares de laboratorio usados en este estudio provienen de reproductores capturados en
el bosque de Parres, Ajusco, CdMx. Es crucial reconocer la naturaleza bioldgica de N. alstoni
debido a que es un modelo que en condiciones en cautiverio desarrolla distintos grados de
crecimiento y obesidad, por lo tanto es importante determinar si esta condicion se encuentra
mayormente relacionada como una adaptacion a las temporadas frias del afio (o del dia a
manera de torpor en distintos grados) (Melvin & Andrews, 2009) o a que en condiciones de
encierro y con comida a libre acceso que a pesar de que no hay diferencia notoria en el
consumo de alimento, desarrollan el sindrome metabdlico y la obesidad. Se desconoce si en
estos roedores la condicion de obesidad afecta su respuesta termorreguladora ante ambientes
frios y si poseen.la capacidad de entrar en un proceso de letargo para enfrentar restricciones
energéticas _en ambientes de temperaturas bajas asociado a la disrupcion metabdlica y

circadiana que posee.
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I11. OBJETIVOS

3.1 General
Determinar si la condicion de obesidad en el raton Neotomodon alstoni afecta el perfil diario

del gasto metabdlico y la termorregulacion.

3.2 Especificos
-Establecer las diferencias entre animales delgados y obesos ante ciclos LO 12:12 en:
3.2.1 El perfil diario de la tasa metabdlica.
3.2.2 El perfil diario de temperatura corporal.
3.2.3 La respuesta en termorregulacion ante un reto agudo de frio en'dos fases opuestas
del ciclo de actividad.
3.2.4 Comprobar si en tejido adiposo, estas diferencias se vinculan a la presencia relativa de

proteina UCP1 y de las proteinas de reloj involucradas en metabolismo: BMALL y PER1
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IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 Disposicion de animales y condiciones de ambiente y alimentacion.

Se usaron un total de 29 individuos de N. alstoni, delgados (17) y obsesos (12), de entre 1 a
2 afios y medio de vida, principalmente machos (10 hembras y 19 machos). Los ejemplares
fueron obtenidos del Bioterio de la Facultad de Ciencias de la UNAM, CdMx y se
mantuvieron en el laboratorio de Cronobiologia, en la Unidad Multidisciplinaria de Docencia
e Investigacion (UMDI-FC), UNAM campus Juriquilla. Los ratones se habituaron en un
cuarto aislado con periodos de 12 h luz-12 h oscuridad (LO 12:12), temperatura de un
intervalo entre 22-25°C y humedad ambiental (relativa 30-50%). Los ratones fueron
alimentados desde el destete con comida estandar para roedor (Purina, 5001) y agua a libre
acceso. Después de ser monitoreados, los animales fueron sacrificados por decapitacion. Se
obtuvieron muestras de tejido adiposo blanco (gonadal o visceral), beige (inguinal) y pardo
(escapular) para el analisis semi cuantitativo por Western Blot. De los tejidos fijados con
paraformaldehido al 4% se obtuvo tejido para cortes histologicos representativos para
comparacion anatomica del tejido adiposo. Los procedimientos para la colecta de muestras
fueron aprobados por la Comision de Bioética de la Facultad de Ciencias, en la UNAM y por

el Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias Naturales, en la UAQ.

4.2 Perfil de la tasa Metabdlica (calorimetria indirecta)

Se usaron animales intactos para los registros en las camaras metabolicas (15 ratones
delgados y 10 obesos). El analisis metabolico se obtuvo mediante la cuantificacion y analisis
de: Consumo de oxigeno (VO>), produccion de didxido de carbono (VCOy), gasto caldrico
(EEKCcal), actividad locomotriz (ACT) y consumo de alimento y agua (CA y CH20) mediante
el equipo OxyletPro (Panlab, Harvard Apparatus. Mss) facilitado por la Unidad de Analisis
Conductual del Instituto de Neurobiologia (UNAM, Juriquilla, Querétaro) bajo la supervision

de la Dra. Deisy Gasca Martinez.

Cada registro consistio en un seguimiento continuo durante al menos tres dias seguidos, con
una previa aclimatacion a las cajas de registro de dos a tres dias. Se instalé un raton por

camara (23.4 cm de largo x 20.9 cm ancho x 20.9 cm de alto), con tapas herméticas equipadas
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con los dispositivos que surten y miden el consumo de comida y el agua, con capacidad de
66 g de alimento estandar de laboratorio y capacidad de 44 ml por bebedero, suficientes para
tres dias continuos de registro. Ademas, el equipo consta de un analizador de gas, con
sensores de concentracion de oxigeno (diodo laser) y de dioxido de carbono (espectroscopia
infrarroja), en una unidad que controla el flujo de aire dentro de las camaras. Después del
registro, los ratones se mantuvieron en recuperacion en condiciones estandar en el laboratorio
de Cronobiologia, de la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigacion de la Facultad
de Ciencias (UMDI-FC), UNAM, Juriquilla.

4.3 Registro de temperatura.

En el laboratorio de la UMDI-FC, se realizaron las cirugias en 7 ratones delgados y 7 obesos,
en la que a cada raton se implantd en el area intraperitoneal un sensor registrador de
temperatura (iButton, Maranata, Madrid, Espafia), previamente cubierto en parafina estéril y
desinfectada con solucién benzal. La anestesia profunda se verific6 mediante pruebas de
sensibilidad a pinchado en cola y patas sin reaccion ni movimiento de bigotes. Se dieron 15
dias de recuperacion con cuidados postquirtrgicos, que incluyen la limpieza de la herida y
de las cajas y camas de aserrin limpio. L.os sensores se programaron antes de la implantacién
y se procurd programar el inicio del registro al menos 10 dias después del implante, para

registrar un dato de temperatura intraperitoneal cada diez minutos durante 14 dias.

Al inicio del registro 'y posterior a la recuperacion, los ratones fueron mantenidos en cajas
limpias donde se les registro la actividad locomotriz de forma continua, en un ambiente de
fotoperiodo, temperatura y humedad controlados, mediante el uso de una camara ADAPTIS
1000 (CONVIRON). El registro de temperatura se llevé a cabo durante 14 dias en tres
condiciones-con una duracion aproximada de 4-5 dias cada una. La primera, inici6 con luz-
oscuridad 12:12 (LO 12:12) con temperatura de 23°C constante y humedad relativa del 40%,
la segunda en oscuridad continua (OO) 23°C, HR 40% vy al finalizar un ciclo de LO 12:12
con pulsos de temperatura fria (L0°C) de 2 horas, los cuales se dieron uno al medio dia (12:00
—14:00) y otro a la media noche (00:00 — 02:00).

Al final del dltimo pulso de temperatura se sacrificaron los animales por decapitacion, se

recuperaron los sensores y tomaron muestras de tejido adiposo blanco y tejido adiposo pardo
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(TAB y TAP) para realizar analisis de presencia relativa de proteinas por la técnica de
Western Blot.

4.4 Colecta de tejidos.

Los individuos se decapitaron con la finalidad de colectar muestras de diversos tejidos para
analisis de WB con fines propios de este proyecto y de otros del laboratorio. Se colectd tejido
adiposo café presente debajo de la superficie dorsal del cuello (interespacular) y tejido adiposo
blanco gonadal o visceral. El tejido se fue separado y se proceso para western blot o se fijo
por inmersion con paraformaldehido al 4% en PBS. La fijacion de todos los tejidos permite

realizar técnicas posteriores de identificacion celular en histologia tisular.

4.5 Western Blot

Las muestras de TAB y TAP se homogenizaron con PBS e inhibidores de enzimas de
degradacion (SIGMAFAST S8830). La concentracién de proteina se cuantificd mediante la
técnica de Bradford para obtener la cantidad necesaria de proteina de cada tejido para realizar
el Western Blot de UCP1 (dilucion: 1:5000, EPR20381 ab 209483, ~33 kDa), BMAL1
(dilucion 1: 1000; ab3350, ~ 69 kDa) y PER1 (dilucidn: 1:1000, Bioss antibodies Bs 2350R,
~100 kDa). Se empled el meétodo utilizado de Pérez-Mendoza et al., (2018), con
modificaciones en el manejo del tejido adiposo blanco, pardo cuya homogenizacion se realizé
con 200ul del buffer de homogenizado de tejidos por cada 100 mg de tejido, geles de
poliacrilamida al 7.5%, buffer de transferencia al 20% y 3 horas de bloqueo para anticuerpos
anti UCP1.

4.6 Histologia de tejido adiposo interescapular y visceral

El tejido adiposo pardo y blanco (TAB y TAP) se fijo en Paraformaldehido al 4% durante 24
h, después se transfirié a una solucion de fijado de formalina al 10% por una semana y
después a zinc-formalina (sulfato de zinc al 1%) hasta que los tejidos pasaron a la
deshidrataciéon para el parafinado. Los cortes fueron aproximadamente de 20 micras y
sometidas a la tincion Hematoxilina-eosina (HE). EI método utilizado para el procesamiento
de tejido fue descrito por Berry et al., 2014 con modificaciones en la deshidratacion del tejido
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llevandose a cabo de manera automatizada (Histokinette Leica, modelo TP 1020). El
procedimiento de deshidratacion utilizado y llevado a cabo por el laboratorio de
Histopatologia veterinaria. Este tiene una duracion de 12 h y consta de 12 pases en diferentes
soluciones. Cada uno de los pases tiene una duracion de una horay el orden de las soluciones
es: Formol 10%, Agua destilada, Alcohol 70%, Alcohol 80%, Alcohol 96% (x2), etanol (x2),
Xilol (x2) y Parafina a 57°C (x2).

Las imagenes correspondientes a la tincién HE se analizaron en el programa ImageJ V5.0.
Se realiz6 un cuadrante en las imagenes de TAB (aumento 10x) y se seleccionaron 3 nimeros
aleatorios para cada imagen los cuales sirvieron para elegir el cuadrante en el que se realiz6
la medicidn de area adipocitos blancos, tomando en cuenta la misma escala para todas las
imagenes (2.24 pixeles/um, correspondiente a 50pum). Los cuadrantes sin presencia de tejido
no fueron tomados en cuenta. Para las imagenes de TAP (aumento 10x), se realiz6 un
contraste de “tresshold” modificando la luz y el gradiente de color para seleccionar toda el
area respectiva al TAP. Se considerd la misma para todas las imagenes siendo el area total

de la imagen y se sacaron los porcentajes respectivos.
4.7 Analisis estadistico de datos

El andlisis estadistico para medir la ritmicidad de ciclos de temperatura, se hizo en primer
lugar con ANOVA de unavia (Prisma 7.0). La comparacion de los dos grupos experimentales
(delgados y obsesos) parael RALM-Temp y la tasa metabolica (TM) se corrieron analisis de
ANOVA de dos vias, el érea bajo la curva y ademas de dos pruebas extra para TM: U-Mann
Whitney no pareado y un ANCOVA con el género como variable (a excepcién del consumo).
Para el Western Blot e Histologia se realiz6 una T de Student (Prisma 7.0). Las diferencias

estadisticas-se consideraron significativas a una P<0.05.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Comparacion de la tasa metabolica entre los ratones delgados y obesos.

Los resultados correspondientes a diferentes pardmetros metabolicos: VO2, VCO2, RQ,
EEKcal, ACT, CA y CH>0 de 15 ratones delgados y 10 obesos, se muestran en la Figura 7.
Se grafican el perfil promedio diario (+EE) de los 2 ultimos dias en condiciones de registro
en la cAmara metabolica, por lo que se descartan datos del primer dia debido a la transicion
al sistema de registro. En las graficas de barras internas a cada perfil se muestra la
comparacion correspondiente del promedio en el area bajo la curva. Las comparaciones
estadisticas con diferencias significativas entre los grupos se indican con unasterisco en cada
figura. Los resultados se grafican como promedios a cada horay en eje de ordenadas se
muestran los periodos de luz y oscuridad en un ciclo de 24h. Los resultados muestran en lo
general valores de tasa metabdlica menores en los obesos con respecto a los delgados en
todos los parametros (LO 12:12), a excepcion del RQ (Figura 7C). Sin embargo,
anteriormente se observaron diferencias entre hembras y machos en los perfiles bioquimicos
(Carmona-Alcocer et al., 2012; Pérez-Mendoza et al., 2017), el anélisis comparativo entre
sexos en este estudio no mostro diferencias significativas (ANCOVA), por lo que habra que

indagar mas sobre este tema.

El perfil diario de VO, muestra un menor consumo de oxigeno en los ratones obesos diferente
a los delgados en toda la fase de reposo (ANOVA dos vias p=0.0008, area bajo la curva:
p=0.0019), mientras que en el perfil de VCO., aunque hay una tendencia a ser menor en
obesos, no hay diferencias estadisticamente significativas a lo largo del dia. Tanto el perfil
de VO. como el'de VCO> son muy similares con valores bajos durante el dia y altos en la
noche en una forma bimodal. Con un pico al inicio y otro cerca del final de la noche (Figura
7A y B). Este resultado es consistente con el perfil de actividad locomotora en esta especie
(Pérez-Mendoza et al., 2017) y con lo observado en otros estudios en que ratones obesos en
ambientes “termo-neutrales” y con deficiencia de UCP1 incrementan unicamente el consumo
de O, lo que se encuentra relacionado con un incremento en la grasa inguinal y epididimal
(Bond & Ntambi, 2018). Por otro lado, se ha observado que el CO2 tiene un incremento

cuando los niveles de actividad metabdlica aumentan (Davila & Jesus, 2014), lo que
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corresponderia a la tasa metabdlica de los ratones delgados. Sin embargo, esta l6gica no
aplica en los ratones obesos, ya que su tasa metabdlica es menor con respecto a los niveles
de consumo de VO2 y al gasto calorico. La obesidad ademés de promover el desarrollo de
DT2 o sindrome metabolico, permite la apnea obstructiva del suefio (OSA) y el sindrome de
hipoventilacion en obesos (OHS) asociada a la hipercapnia (bajos niveles de O2 y aumento
de presion parcial de CO2 en sangre), acelerando la adipogénesis en TAB visceral y
subcutaneo al aumentar la produccion cAMP que activa factores de transcripcion pro-
adipogenicos (Kikuchi et al., 2017).
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Figura 7. Perfil diario de consumo de oxigeno (VO3), produccion de diéxido de carbono (VCO,)
y el coeficiente respiratorio (RQ). A) el VO, muestra diferencias significativas en el perfil diario de
ratones delgados (linea negra) y obesos (linea gris) solo durante la fase de reposo, pero si en el area
bajo la curva (histograma). B) VCO: sin diferencias significativas a lo largo de todo el perfil diario,
tampoco en el &rea bajo la curva. C) Perfil diario del RQ, sin diferencias significativas entre grupos.
Diferencias estadisticas del perfil diario con ANOVA dos vias (*, > p=0.05), area bajo la curva (*,>
p=0.05).
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En cuanto al coeficiente respiratorio (RQ, Figura7C), es la relacién entre el VO,y VCO; y
se evalla en un rango que determina la molécula utilizada para la produccion de energia en
ATP, cuyos valores y asignaciones son en el método de calorimetria directa serian: 0.7:
lipidos, 0.8: proteinas y 1: carbohidratos (Bazan, 2012), sin embargo, el método utilizado

corresponde a calorimetria indirecta, por lo que no se mide el nitrégeno urinario.

De esta manera, el RQ varia en funcién del momento del dia y se utiliz6 la Tabla de Lusk
para observar la correlacion carbohidratos-grasa para la produccion de energia (Tabla 1). Se
obtuvo un RQ de 0.97 para ratones obesos al final de la fase activa e inicios de la fase de
reposo (6:00) con la relacion 90.4% carbohidratos (CHO) y 9.58% grasas (G); de 0.81 a
media fase en reposo (12 h) con 36.9% CHO y 63.1% de Gy, finalmente, de 0.9 al inicio de
la fase activa (18:00, noche) hasta llegar a 1, lo que sugiere principalmente el uso de CHO
para generar energia. Durante la fase del periodo activo se observaron valores de relacién por
arriba de 1. En ratas, 24 h de ayuno refleja un indice de RQ del 0.75 (Gregorio et al., 1976),
sin embargo N. alstoni obeso presenta valores més altos probablemente asociado a la baja
movilizacién de lipidos y ademas de que el periodo de ayuno no se cumple ya que consumen

alimento durante una parte de la fase de reposo (Figura 9).

Por su parte, los ratones delgados mostraron valores de relacion de 0.92 al final de la fase
activa e inicios de fase en reposo (6 h) con la relacion 74.1% CHO y 25.9% G, de 0.75 a
media fase en reposo (12 h) con 15.6% CHO y 84.4% G y de 0.85 iniciando la fase activa
(18:00, noche) hasta llegar nuevamente a los valores cercanos a 0.92. Lo anterior sugiere la
disminucion del uso de carbohidratos al inicio de la fase de reposo e intercambiando al uso
de lipidos (probablemente por el periodo de ayuno en reposo) hasta llegar de nuevo al inicio
de la fase activa, donde los carbohidratos son utilizados en toda la fase activa, siendo el
recurso principal en este periodo. Sin embargo, no se observaron diferencias importantes

entre delgados y obesos.

En general, por cada punto temporal del dia, los obesos utilizan menos el recurso de las grasas
para la generacion de energia, apuntando a un déficit en la activacion lipolitica y la
movilizacién de &cidos grasos, ya que se ha observado que después de 24 h de ayuno los

obesos tienen menor movilizacion (Baez-Ruiz et al., 2014). Ademas, indices de RQ elevados
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en humanos se ha asociado con probabilidades de desarrollar DT2 y sindrome metabdlico
(Pujia et al., 2019). No obstante, siendo una calorimetria indirecta se excluye el papel de las
proteinas el cual es un factor de sesgo, ya que siguen siendo parte del indice metabdlico

natural.

Tabla 1. Equivalencia térmica de O, y CO; para RQ no protéico

Fuente de Calorias

RQ no Valor Valor Carbohidratos Grasa
proteico Calérico Calérico (%) (%)
1L O: 1L CO:

0.707 4.686 6.629 0 100
0.71 4.690 6.606 1.10 938.9
0.72 4.702 6.531 4.76 95.2
0.73 4.714 0.458 8.40 91.6
0.74 4.727 6.388 12.0 88.0
0.75 4.739 6.319 15.6 84.4
0.76 4.751 6.253 19.2 80.8
0.77 4.764 6.187 22.8 77.2
0.78 4.776 6.123 26.3 73.3
0.79 4.788 6.062 29.9 70.1
0.80 4.801 6.001 334 66.6
0.81 4.813 5.942 36.9 63.1
0.82 4.825 5.884 40.3 59.7
0.83 4.838 5.829 43.8 56.2
0.84 4.850 5.774 47.2 52.8
0.85 4.862 5.721 50.7 49.3
0.86 4.875 5.669 54.1 45.9
0.87 4.887 5.617 57.5 42.5
0.88 4.899 5.568 60.8 39.2
0.89 4911 5.519 64.2 35.8
0.90 4.924 5.471 67.5 325
0.91 4.936 5.424 70.8 20.2
0.92 4.948 5.378 74.1 25.9
0.93 4.961 5.333 77.4 22.6
0.94 4.973 5.290 80.7 19.3
0.95 4.985 5.247 84.0 16.0
0.96 4.998 5.205 87.2 12.8
0.97 5.010 5.165 90.4 0.58
0.98 5.022 5.124 93.6 6.37
0.99 5.035 5.085 96.8 3.18
Lo0 5.047 5.047 100 0

Fuente: Modificada de Groff & Gropper, 2000.
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El indice de EEKcal (Figura 8A) indica el gasto energético o caldrico el cual se calcula a

través de la siguiente ecuacion:
RQ=VCO,/VO;
EE= (3.815 + (1.232 X RQ)) X VO, x 1.44

Basada en la potencia 0.75 que expresa el metabolismo basal con respecto al peso corporal
de Kleiber siendo conveniente debido a que la energia metabdlica incrementa con el peso
corporal, sin embargo, este exponente es necesario ser ajustado cuando se estudia a mas de
una especie con diferente peso corporal (Heusner, 1982). Otras fuentes considera el VO3
como la variable més relevante para obtener el gasto energético (Singer, 2016). En los ratones
obesos de N. alstoni se observa un gasto calérico o un estado de gasto energético menor
mostrando diferencias significativas en la fase de reposo, siendo reflejo tanto del consumo

de alimento como del RQ.
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Figura 8. Perfil diario de gasto caldrico (EEKcal). Se observa una tendencia de menor gasto
energético en ratones obesos (linea gris) que en delgados (linea negra) y diferencias significativas en
la fase de reposo. El andlisis del &rea bajo la curva muestra diferencias entre grupos (histograma
dentro de la figura). Diferencias estadisticas del perfil diario con ANOVA dos vias para perfil diario
(*, > p=0.05), &rea bajo la curva (*,> p=0.05) y barras de error estandar.
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Los estudios relacionados con tasa metabodlica frecuentemente son llevados a cabo con
ratones geneticamente modificados o con dietas altas en calorias que induzcan un cambio en
el peso corporal (Burnett & Grobe, 2014) y estos modelos son los mé&s comunes para
examinar los mecanismos fisioldgicos de diversas enfermedades (Fischer et al., 2018). Este
hecho le afiade un valor adicional a este modelo biologico no convencional, debido a que no
hay intervenciones de este caracter en los individuos. En estudios con C57BL/6, se sugiere
que una dieta alta en calorias (para inducir un estado de obesidad) aumenta los niveles de la
tasa metabdlica en reposo (TMR) a comparacion de una dieta normal (Burnett & Grobe,
2014), mientras que una restriccion caldrica por varios meses induce un decremento en la
tasa metabdlica basal (TMB) debido a un déficit energético (Mitchell et al., 2017).

El resultado obtenido con nuestro modelo no es consistente con lo observado en C57BL/6
con dietas hipercaldricas, indicando que inducir una condicion parecida a la obesidad podria
ser un sesgo para estudios metabolicos. Por otro lado se ha observado que una tasa metabdlica
alta con el gasto energético correspondiente parece contribuir en reducir la acumulacién de
masa corporal, colesterol (HDL, LDL), triglicéridos y glucosa, aunque el dafio oxidativo en
otros érganos como el corazén, higado o rifiones es posible ya que las especies reactivas de
oxigeno (ROS) son producto de la produccion de energia requerida para las distintas
funciones fisiologicas (Bury et-al., 2018; Sadowska et al., 2017). Este caso podria

corresponder con el fenotipo delgado de N. alstoni.

En el modelo de raton OSA, la expresion del sistema orexigénico se ve reducida resultando
en desordenes de descanso y disrupciones en la homeostasis energética y termogénica (Fiori
etal., 2014). En'N. alstoni hay un déficit en la activacidn de las neuronas orexigénicas debido
a un tono reducido en el DMH. Este resultado fue observado en la restriccion de alimento,
donde no se induce un aumento en la expresion de cFOS tan notable en nicleos hipotaldmicos
relacionados con el control de la movilidad y el metabolismo en la fase de anticipacion al
alimento, a pesar de que, si se induce una pérdida de peso, por lo que los mecanismos neurales
de la integracién metabdlica y de conducta no son tan claros como en los ratones delgados
(Luna-1llades et al., 2017).
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Alimento (g)

En el consumo de alimento se observaron diferencias en la hora en que se consumié el

alimento, con periodos de consumo en la fase de reposo (Figura 9). Varios estudios asocian

los periodos inusuales de alimentacién (en especial en la fase de reposo) con la obesidad,

desordenes metabdlicos, desincronizacion en diferentes niveles fisioldgicos y bioquimicos,

cambios en la expresion (en PER1) y ritmicidad de genes de reloj en el NSQ y en el
hipotalamo lateral (Oishi & Hashimoto, 2018; Opperhuizen et al., 2016; Sen et al., 2017)

Por otro lado, no se observaron diferencias en la cantidad neta diaria consumida entre los

obesos (3.31 g) y delgados (2.30 g), siendo un resultado contrastante con los-obtenidos por

Pérez-Mendoza (2017) en el cual, los ratones obesos tienen un menor consumo de calorias

por gramo de peso corporal y a pesar de ello el gasto calérico sigue siendo menor en los

obesos. Aungue también es necesario contrastar si la diferencia es la total consumida o por

gramos de peso tejido (peso corporal).
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Figura 9. Perfil de consumo de alimento y agua. Perfil del promedio de dos dias del consumo total
de alimento- (izquierda) y agua (derecha) en ratones delgados (linea negra) y obesos (linea gris).
Ambascon. datos significativos a lo largo del dia. Diferencias significativas T-test para consumo

(<p=0.05) y barras de error estandar.

En este trabajo es la primera vez que se mide el consumo de agua en este modelo, obteniendo

resultados contrastantes. Los ratones obesos tuvieron un consumo diario de agua de 2.15 ml

comparado con los delgados de 4.34ml (p=0.0026), observando diferencias significativas

tanto en el promedio consumido como en diferentes horas del perfil (Figura 9). En otro

estudios con ratones diabéticos, se ha demostrado que el consumo de agua es mayor (Bibak
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et al., 2014) debido a los antecedentes de alta insulina y glucosa circulante (Carmona-
Alcocer, et al 2012). Es muy probable que los animales obesos de N. alstoni se encuentren
en una condicion prediabética y que esté relacionado con poliuria y aumento en la ingesta de

agua.

En la actividad locomotriz no se encontraron diferencias significativas entre los grupos: Sin
embargo, se muestra tendencia de desfase en el periodo activo tardio (Figura 10, noche) lo
cual podria verse relacionado con el bajo gasto caldrico. En trabajo previos existe una
tendencia a reducir la actividad en la segunda mitad de la noche (Miranda-Anaya et al., 2019;
Pérez-Mendoza et al., 2017) sin embargo en este estudio no se observo una diferencia tan
clara en el perfil entre obesos y delgados, ademas de que muestra inconsistencias comparando
con los registros de consumo. Probablemente se debi6 al método de registro que podria tener
menor sensibilidad para la actividad locomotriz, por lo que haria falta indagar de manera mas
profunda.
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Figura 10. Perfil de Actividad locomotriz. Se muestra el promedio diario de actividad en ratones
obesos (linea gris) y delgados (linea negra). En la fase de reposo (dia) no se observan diferencias
entre los grupos y en la fase activa (noche) se observa tendencia a disminuir la actividad a mitad de
la noche (0:00hr). Se grafican error estandar en cada punto del horario. Diferencias estadisticas del
perfil diario con ANOVA.
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5.2 Oscilacion diaria de la temperatura corporal (Tc) basal y en exposicion a pulsos de
temperatura baja durante la fase activa y de reposo.

Se analizaron los perfiles diarios de temperatura corporal en 7 ratones delgados y 7 obesos,
durante un total de 3 dias completos y graficando el promedio (+EE) de los 3 dias en 24hrs.
La Figura 11 muestra el perfil en LO (12:12). N. alstoni mantiene una Tc promedio de entre
37-38°C en un ambiente “termo-neutral”, considerando ningun déficit metabélico, hormonal
0 neuroldgico y que en pequerfias especies la temperatura de termo-neutralidad se encuentra
aproximadamente en 30°C (Davila & Jesus, 2014). Durante todo el periodo del dia existen
leves variaciones de la Tc, de esta manera durante la fase de reposo (dia) los ratones obesos
presentan una Tc menor (34.5-35°C) a la de los delgados (35-36°C), mientras que en la fase
activa (noche) la Tc de ambos grupos aumenta a un rango de 37-38°C con tendencia a ser
menor en obesos, pero sin diferencias significativas. Las diferencias observadas durante el
dia son estadisticamente significativas (Figura 11A). El perfil en oscuridad constante (OO,
Figura 11B) indica que no existe un efecto indirecto del fotoperiodo en el perfil de
temperatura, se mantiene la ritmicidad circadianay las diferencias de temperatura en la fase

de reposo.

Los registros de Tc en que los ratones son expuestos por dos horas a una caida de temperatura
ambiental (de 25 a 10°C), tanto a media noche como al medio dia, se muestra en la Figura
12B. En el promedio de los datos, se observa que persiste la diferencia basal de temperatura,
pero no hay disminucion clara en todos los animales en la Tc durante la exposicion al frio.
Es posible observar casos de ratones obesos con la incapacidad de termorregular y
disminuyen su Tc hasta 4°C (Figura 12B). Se sabe que disminuir y controlar la ritmicidad de
la Tc se considera como una estrategia que utilizan los animales homeotermos para conservar
energia (Nagashima et al., 2019). De esta manera, individuos humanos con 1°C menor de
Tc se consideran con discapacidad termogénica el cual evita el gasto calérico de 100 a 300
kcal/dia, contribuyendo a la formacion de 0.454kg de grasa (Landsberg et al., 2009).

La distribucion de la Tc durante y después del pulso frio es muy variable entre los individuos
de cada grupo (Figura 12A). A la izquierda se muestran los datos individuales de la variacion
porcentual de la Tc unidos por lineas, antes (control) y a distintos tiempos durante dos horas

de exposicion al pulso de frio (60 y 120min) y posterior (180 min). Se nota que en ambos
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grupos hay variaciones en el porcentaje de Tc, siendo mas dispersos en los animales obesos.
La figura de la derecha (B) muestra los valores de Tc promedio durante tres dias (+-EE), un
caso de un raton delgado y uno obeso, donde se nota la respuesta termorreguladora ante
pulsos de frio a mediodia y a media noche. Cuando el organismo se encuentra ante retos
fisioldgicos como restricciones caldricas, dietas pobres en calorias 0 cambios de temperatura,
hay una necesidad fisioldgica para modificar los valores de referencia (set-point) energéticos
y la mayoria de estos valores de referencia estan regulados circadianamente por el NSQ
(Buijs, Ruiz, et al., 2019). Ademas se genera una combinacion de respuestas automaticas
hipotalamicas como: la termogénesis simpatica en el TAP, termogénesis por tremor en el
musculo, aumento en la produccion de CO> debido al incremento en la actividad metabdlica
(50 g de TAP activo generan un cambio relevante en el metabolismo-y peso corporal en

humanos), vasoconstriccion y taquicardia (Davila & Jesus, 2014).
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Figura 11. Perfil diario del promedio (+EE) de temperatura corporal. A) Graficas superiores en
Ay B muestran el area bajo la curva (ABC, unidades relativas) del dia y la noche del perfil LO
(izquierda) y OO (derecha), gréficas inferiores muestran perfil de 24hrs en un periodo LO y OO,
mostrando diferencias en la fase de reposo (dia) donde los obesos tienen una diferencia aproximada
de 0.4°C en LO y 0.7-0.8°C en OO. Diferencias estadisticas del perfil diario con ANOVA dos vias
(*, > p=0.05), area bajo la curva (*,> p=0.05) y barras de error estandar.
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Figura 12. Reto de Pulso Temperatura Fria. A) Cambio porcentual de la temperatura corporal
(respecto al estado previo al pulso, indicado como control) durante y después del pulso de frio. Datos
correspondientes a animales delgados (izquierda) y Obesos (derecha) 30 min antes, 60 y 120 min del
pulso frio y a los 60 minutos después del pulso frio (minuto 180) durante el dia y durante la noche.
B) Perfil diario de termorregulacion corporal en ciclo luz-oscuridad (LO) con reto al pulso frio de
temperatura entre un ratén delgado (linea negra) y obeso (linea gris).

El fenotipo obeso de N. alstoni muestra una tasa metabolica menor que los ratones delgados,
lo que sugiere un posible déficit energético o un cambio en el set-point para el ahorro de
energia diario que puede estar influyendo directamente en el control de la Tc tanto en estado
termo-neutral como en el reto de temperatura baja. La respuesta de termorregulacion
posiblemente esté atenuada por una integracion hipotaldmica reducida que no inicie los
procesos de termogeénesis correspondiente o al menos no a la intensidad requerida como
ocurre en animales delgados. De esta manera, el bajo tono neuronal no es recibido al TAP,
el cual también presenta irregularidades estructurales del tejido como la falta de vascularidad

y de adipocitos pardos.
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5.3 Expresion de la proteina UCP1, BMAL1y PER1 en adiposo pardo y blanco

Se analizaron en Western Blot las muestras de tejido adiposo pardo de 13 ratones delgados
para todas las proteinas y de 8 obesos para UCP1, 10 para BMALL y 9 para PER1. La
presencia relativa de UCP1 en el TAP se muestra significativamente disminuida o atenuada
en los ratones obesos (Figura 13A), esto podria correlacionar con la menor capacidad
termogénica a consecuencia de la desintegracion estructural o reestructuracion del TAP
interescapular en los ratones obesos debido a la integracion del TAB en esta zona y
sugiriendo un menor potencial termogénico no tiritante. Por otro lado, se desconoce que
ocurre con otros mecanismos relacionados con este proceso termorregulatorio, aunque
también se observa que existe disminucion de termogénesis por actividad locomotora en N.
alstoni, lo que implicaria que por un lado la actividad del TAP se encuentra comprometida
ya sea por baja conexion-sefial con vias hipotalamicas y por otro lado existe una deficiencia

al estimulo a producir movilidad. En cuanto a la expresion de UCP1 en el TAB no se detecto.

En otros modelos de roedores, la delecion de UCPL (/) altera el metabolismo de las grasas
en el TAB, incrementando la expresion de genes lipogénicos, los niveles de Glut4 y lipdlisis
en el TAB inguinal y la liberacion y/o-esparcimiento de grasa epididimal, permitiendo la
acumulacién de TAG en el higado y &cidos grasos libres en sangre (FFA, siglas en inglés)
(Bond & Ntambi, 2018). N. alstoni no elimina la produccion de la proteina UCP1, sin
embargo se observd una nula expresion en el TAB, lo que podria relacionarse con la
triacilgliceridemia en los ratones obesos (Carmona-Alcocer et al., 2012) y altos niveles de
TAG hepéticos y FFA (Pérez-Mendoza et al., 2018). Por otro lado, en este estudio no se
observaron diferencias significativas en la estructura de los adipocitos blancos, pero si una
tendencia en el tamafio de los adipocitos en el TAB visceral lo que podria sugerir que este
tejido sufre un proceso similar en el esparcimiento de la grasa y por lo tanto la acumulacién
de TGy FFA.
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Figura 13. Presencia relativa de las proteinas UCP1, BMAL1y PER1 del TAP interescapular.
A) Diferencias en la proteina UCP1, del lado izquierdo se muestran ejemplos representativos del
Western blot y del lado derecho la cantidad relativa de UCP1/Tubulina. B) Imagen del western blot
de proteinas PER1y BMAL1 con su respetiva distribucion relativa con Tubulina, los rectangulos con
linea punteada muestran blots de tejido de ratones obesos y el resto son ratones delgados. Se muestran
diferencias significativas en la expresion relativa entre grupos. (T-tests *< p=0.05).

En cuanto a la expresion de BMALL y PER1, las muestras fueron tomadas al medio dia por
lo que BMALL (como heterodimero con CLOCK) se encuentra mas presente o activa,
permitiendo la transcripcion de PER1 la cual se acumula (junto con CRYS) para tener
actividad en la noche e inhibir su propia transcripcion. En el andlisis de western blot se
observa la presencia de ambas, por lo que el sistema de retroalimentacion a esa hora del dia
parece estar funcionando. Sin embargo, no se observaron diferencias contrastantes entre los
grupos de ratones delgados y obesos (Figura 13B) a esta hora del dia por lo que faltaria

comparar con horarios de la noche y observar si el mecanismo de regulacion circadiana en el
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tejido interescapular sigue conservando su ritmicidad para la expresion de estas proteinas y

su interaccion con el tejido.

En otros ratones en que hay déficit en la expresion de Bmall ocurre un incremento de TAP
y la induccion de UCPL1, asociado a un incremento en la termorregulacion, lo que sugiere que
la actividad de Bmall inhibe la formacion de adipocitos pardos y a su vez bloquea la
capacidad termogénica a través de las cascadas de sefializacion de TGF-g, BMP y Wnt (Guo
et al., 2012; Nam et al., 2015). Por el contrario, Li y colaboradores (2013) indican que la
expresion del gen Bmall fue inducida con frio generando una activacion adrenérgica,
necesario para la activacion termogénica y para la formacion de gotas lipidicas de mayor
tamarfio y no obstante, el knock out de este gen no afecto en la resistencia termogénica de los
ratones y no parece ser indispensable para el desarrollo de adipocitos. Por otro lado, la
expresion de Perl parece no ser afectada ni inducir ningin.cambio en el TAP, manteniendo
su papel de regulador negativo y presenta un efecto opuesto a Bmall (decremento de masa
corporal alterada, aumento en la alimentacion y sistema de glucosa eficiente) (Fonken &
Nelson, 2014). Cabe sefialar que en este estudio se hizo la determinacion de BMALL y PER
1 en condiciones basales, lo que no descarta un-posible cambio inmediatamente después de

haber sido expuestos al frio.

Es probable que el déficit termorregulatorio en N. alstoni se deba a otros sistemas (como la
funcién lipolitica) ademas de una posible desincronizacién del sistema circadiano del TA con
el NSQ. Los resultados permiten sugerir una asociacion entre la expresion de BMALL en el
tejido interescapular, tanto en obesos como en delgados, debido a el papel inhibitorio de
adipogeénesis que ha tenido este tejido en otros trabajos previamente discutidos, sin embargo,
se necesita profundizar mas sobre el tema. Es posible que BMALL1 esté cumpliendo su papel
de manera adecuada en los delgados debido a que no hay un desequilibrio neuroendocrino,
mientras que en los obesos la funcion de BMALL esté jugando un papel inhibitorio debido
al desequilibrio neuroendocrino que la obesidad genera y a la desintegracion estructural del

TAP, ya que hay menos adipocitos pardos por area de tejido.
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5.4 Descripcion histolégica del TAP interescapular y TAB visceral

El analisis histolégico del tejido adiposo interescapular muestra una estructura contrastante
entre obesos y delgados (Figura 14). Los animales delgados poseen principalmente TAP con
una estructura definida a manera de células chicas y opacas por la densidad mitocondrial y
unicamente conformada por adipocitos pardos (Figura 14B y D). En todos los cortes
histologicos de individuos delgados se puede observar la presencia de TAB, casi siempre
rodeando el TAP, lo que podria contribuir con la desintegracion o reestructuracion del TAP

cuando el organismo esta en condiciones de desarrollar obesidad.
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Figura 14. Poblacion de adipocitos blancos en los extremos del TAP. Cada imagen corresponde a
un individuo con fenotipo delgado. Se puede observar diferente concentracion de TAB a los
alrededores del TAP y diferente concentracion de adipocitos blancos entre el TAP, siendo en mayor
grado en la imagen izquierda.

Por el contrario, el tejido adiposo interescapular en los ratones obesos esta notablemente
reducido en adipocitos pardos y presenta una composicion mayormente por adipocitos
blancos (Figura 15 A'y C) pareciendo ser una caracteristica especifica en la obesidad genética
0 adquirida, donde la funcion y la apariencia del TAP se vuelve mas parecida al TAB por la
infiltracion (cuyos adipocitos blancos permanecen en la periferia del TAP) o blanqueamiento
del'mismo, contribuyendo a un estado inflamatorio sistemico el cual ain no se entiende del
todo (Kotzbeck et al., 2018). Hasta ahora los resultados obtenidos, nos hacen sugerir que la
obesidad en N. alstoni y la deficiencia termorregulatoria es mediada por un desbalance entre

el TAB-TAP. Sin embargo, se necesitan mas experimentos para corroborar.

Las gréficas del lado derecho a las micrografias (Figura 15G, arriba y en medio) son

inversamente proporcionales, describiendo el peso en gramos del TAP interescapular (con
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diferencias significativas) y el porcentaje de adipocitos pardos en dicho tejido (sin diferencias
significativas). De esta manera en los obesos el TAP en promedio es mucho méas pesado (0.78
g) que en los delgados (0.17 g) sugiriendo la desintegracion o restructuracion del TAP y el

porcentaje de adipocitos pardos es menor en los obesos que en delgados, debido a la entrada
del TAB en la zona interescapular.
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Figura 15, Histologia del tejido interescapular (TAP) y visceral (TAP). Imagenes en 5x y 10x del
TAP (Ay C)y TAB (E) de un raton obeso y del lado derecho (B, D y F) se muestran en el mismo
orden-las imagenes de un ratén delgado. Los vasos sanguineos del TAP se muestran con flechas (A
y-B). Las gréficas de barras (G) representa las diferencias en promedio del peso en gramos y
porcentaje del TAP interescapular (arriba y en medio) siendo inversamente proporcionales, ademas
del tamafio de adipocito blanco (abajo) entre ratones obesos (gris) y delgados (negros). Diferencias
significativas del T-student (*p>0.05). Barras de error estandar.

En otros estudios con diferentes modelos de obesidad en ratones, se ha observado un

comportamiento similar en el TAP y TAB (Alcala et al., 2017). Por otro lado, los vasos
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sanguineos no se encuentran definidos en el tejido de obesos, probablemente por el
reacomodo o desintegracion del TAP (Figura 15A) y siendo muy bien visibles en delgados
(Figura 15B). La alta densidad vascular participa en dos procesos de importancia energética:
flujo de oxigeno para la B-oxidacion y el flujo del calor generado en el tejido, ademas de que
la conexion del tejido con los capilares es de suma importancia para la directa conexion
neuronal que regula la termogénesis (Cinti, 2015; Cinti et al., 2002). La descomposicién o
restructuracion del TAP en N. alstoni obeso podria sugerir una pérdida de la interaccion entre
el sistema neuronal (inervacion simpatica, en especial conexion con el hipotalamo) y el tejido
para regular la termogenesis, ademas, la relativa ausencia de UCP1 puede ser una

consecuencia de esta descomposicion estructural del tejido.

En comparacidn, el TAB visceral o gonadal no posee una estructura tan definida, sino que es
mas laxa debido al contenido de grasa en los adipocitos blancos y no pareciera haber
diferencia en el tamafio de los adipocitos blancos (Figura 15 E'y F); sin embargo, al comparar
el area aleatoria en adipocitos blancos, se puede observar una tendencia a ser mayores,

posiblemente porque existan 2 poblaciones de adipocitos en los obesos (Figura 14G, debajo).

La pérdida de adipocitos pardos en el TAP y la desintegracion del tejido es un factor
importante que influye de manera negativa en la comunicacién con centros neuronales
hipotaldmicos-TAP para la integracion de procesos termorregulatorios, por lo que afecta la
presencia-cantidad de UCP1 activas. De esta manera, el uso de &cidos grasos es menor ya
que las gotas lipidicas tanto del TAP como del TAB no estan siendo utilizadas ni para
produccion de energia (en forma de ATP) para requerimientos diarios, ni para la generacion
de calor cuando el organismo se encuentra en condiciones especiales como la exposicion a
ambientes frios, generando cambios en los valores de referencia metabdlica o umbrales (set-

points).

Por ultimo, existen tres factores del ambiente que promueven torpor relacionado a procesos
hibernatorios: reduccion de la disponibilidad y calidad del alimento, disminucion de la
temperatura y fotoperiodo acortado, generando un decaimiento de la tasa metabdlica, de
manera que permite ahorro de energia para los procesos fisioldgicos fundamentales y

consecuentemente genera la reduccion de la temperatura corporal (Cortes et al., 2018). De
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esta manera, se podria considerar la naturaleza en N. alstoni sobre el aumento de peso debido
a un proceso pre-torpor, a pesar de que se desconoce si existen individuos obesos en campo
y que las caracteristicas que posee en laboratorio, metabdlicamente hablando, estén mas
relacionadas con la obesidad. No obstante, el decremento de la tasa metabolica y/o la
disminucion en la capacidad termogénica permiten un mejor almacenamiento de calorias en
grasas, prolongando la supervivencia en tiempos de hambruna y ademas, se asocian con dos
componentes del estado de inanicion los cuales son la conservacion de energia y la
preservacion de proteinas (Landsberg et al., 2009). De esta manera, estas caracteristicas en

los roedores obesos, permitirian la supervivencia del individuo en su ambiente natural.
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VI. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los estudios relacionados con procesos termorregulatorios en el TAP y su asociacion con la
obesidad y problemas metabolicos permiten aumentar el conocimiento de los diversos
mecanismos Yy su interaccion. Los resultados de este trabajo indican perfiles diarios de tasa
metabdlica y termogénica relativamente bajos, en diferentes valores de referencia en
comparacion al fenotipo delgado, lo cuales son asociados a la baja expresion de UCP1 ya
que cumple un papel fundamental para ambos procesos y cuyo funcionamiento también
radica en el uso de acidos grasos. En cuanto la expresion de genes-proteina reloj habra que
buscar méas a fondo su papel en este modelo, ya que no se logré corroborar.una disrupcion
ritmica o ciclicidad de las moléculas y ademas es relevante observar como intervienen de
manera diferencial en obesos en los diferentes mecanismos y procesos homeostaticos. En
trabajo realizado en el TAP y TAB sugieren un desequilibrio tanto estructural como
molecular, sin embargo, falta explicar el papel que tiene el TABe dentro de este mismo
proceso de obesidad. Por otro lado, un andlisis més robusto en cuanto a la comparacién de

datos por sexo permitiria mayor claridad de los datos.

El acercamiento fisioldgico y bioquimico que se ha obtenido actualmente en este modelo
permite abrir diversos panoramas sobre nuevos temas de investigacion como el papel de la
mitocondria en este proceso termogénico y metabolico en términos de estrés oxidativo,
respiracion celular y su interaccion con la UCP1 en el TAP. EI TABe muestra ser un tejido
de importancia en otros estudios, por lo que seria interesante explorar mas su composiciéon y
su papel en N. alstoni. Ademas, es importante explorar el &rea molecular de estos procesos
(tanto circadiano.como en la etiologia de la obesidad), explorando la relacion gen-proteina y
las modificaciones, mutaciones o polimorfismos que implican un cambio relevante para el

fenotipo obeso.
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