J

Maria Teresa De La Vega Garcia

Funcion tiroidea de ratones obesos y delgados de Neotomodon
alstoni'y su relacion con los patrones de motilidad a distintas

2020

temperaturas.

Universidad Autonoma de Querétaro
Facultad de Ciencias Naturales

FUNCION TIROIDEA DE RATONES OBESOS
Y DELGADOS DE Neotomodon alstoni Y SU
RELACION CON LOS PATRONES DE
MOTILIDAD A DISTINTAS TEMPERATURAS

Tesis Individual

Que como parte de los requisitos para obtener el grado de
Licenciado en Biologia

Presenta

Maria Teresa De La Vega Garcia




AUTOHQMA DE QUERETARD

N7 Oond3
& wowor
‘Y

»

5

J;VH

Universidad Autbnoma de Querétaro

Facultad de Ciencias Naturales

FUNCION TIROIDEA DE RATONES OBESOS Y DELGADOS DE NEOTOMODON
ALSTONI Y SU RELACION CON LOS PATRONES DE MOTILIDAD A DISTINTAS
TEMPERATURAS

Tesis Individual

Que como parte de los requisitos para obtener el grado de

Licenciado en Biologia

Presenta:
Maria Teresa De La Vega Garcia

Dirigido por:
Manuel Miranda Anaya

SINODALES

Manuel Miranda Anaya
Presidente Firma

Margarita Teresa De Jesus Garcia Gasca
Secretario Firma

Moisés Pérez_ Mendoza
Vocal Firma

Marco Antonio Sanchez Ramos
Vocal Firma

Centro Universitario
Querétaro, Qro.
Marzo, 2020

México



Resumen

Las enfermedades tiroideas provocan un desequilibro en la cantidad de hormonas
tiroideas circulantes en la sangre, el hipotiroidismo causa bajos niveles de T3y T4,
y con ello un metabolismo lento, suefio constante, a menudo problemas de obesidad
y cansancio excesivo. En este estado, la termorregulaciéon es ineficiente,
frecuentemente ligado a cambios de temperatura y capacidad de activacion motora.
La glandula tiroidea se compone de dos I6bulos situados en la traguea superior,
producen la prohormona tetrayodotironina (T4) y la hormona activa triyodotironina
(T3) que se liberan al torrente sanguineo y son importantes reguladoras de varias
funciones metabdlicas y fisiologicas del resto de los tejidos. La liberacion de estas
hormonas tiene un patrén circadiano por lo que las funciones que dependen de ella
varian entre el dia y la noche. El raton de los volcanes Neotomodon alstoni en
cautiverio tiende a obesidad y permite investigar en ellos las alteraciones fisiologicas
y conductuales existen en esta condicion. En este estudio se plantea comparar en
ratones obesos y delgados si ante un reto de pulsos de frio de dos horas, no
inductores de letargo, existe una respuesta distinta en el patron conductual de
actividad locomotora entre el dia y la noche y si la condicion de obesidad se asocia
en esta especie a cambios en la estructura histologica de la glandula tiroides y en

la concentracion circulante de la hormona tiroidea T4.
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Summary

Thyroid diseases cause an imbalance in circulating thyroid hormones.
Hypothyroidism cause low levels of T3 and T4, and with that a slow metabolism,
constant sleepiness, often related to obesity and excessive tiredness. The
thermoregulation is inefficient frequently linked to low regulation of body temperature
and motor activation capacity. The thyroid gland, formed by two lobes located in the
upper trachea, release to blood stream the prohormone tetraiodothyronine (T4) and
the active hormone triiodothyronine (T3), important regulators of various metabolic
and physiological functions in diverse tissues. The release of these hormones has a
circadian pattern so the functions that depend on it vary between day and night. The
mouse Neotomodon alstoni (volcano mouse) when in captivity, some organisms
become obese and some individuals don’t, thus allows to study the physiological
and behavioral alterations between lean and obese mice. In this study, it is proposed
to compare if a two-hour cold pulse given at opposite times of day induce different
response in the behavioral pattern of locomotive activity and if the condition of
obesity is associated in this species with changes in the histological structure of the

thyroid gland and in the circulating concentration of the thyroid hormone T4.

Key words:

Thyroid hormones, Neotomodon alstoni, circadian rhythms, locomotor activity.
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| INTRODUCCION
1.1 Obesidad como problema de salud a nivel mundial y nacional

La obesidad es considerada una fisiopatologia que incluye factores genéticos,
ambientales, conductuales, fisiolégicos y metabdlicos. La obesidad esta definida
como la acumulacién anormal o excesiva de grasa. Sus causas pueden ser desde
origen genético hasta el estilo de vida; sus consecuencias negativas son la diabetes,
la resistencia a la insulina, las enfermedades cardiovasculares y algunos tipos de
cancer (Pi- Sunyer, 2009). La obesidad se define como la epidemia del siglo XXI,
ya que cerca de 1900 millones de personas tienen sobrepeso, esta asociada a 34
millones de muertes en el mundo, al 4% del ajuste de afos perdidos por
discapacidad (DALYs, por sus siglas en inglés) y los nifios que tienen obesidad
aumentan el riesgo de una muerte prematura (Bass y Eneli, 2015).

La obesidad es una carga para los sistemas de salud y la baja expectativa de vida,
el costo de la atencion médica en personas con obesidad aumenta un 30% y se
predice que doblen el costo cada década (Withrow y Alter, 2011). En adolescentes
y nifios, la obesidad conduce a desordenes metabdlicos y hormonales que se
reducen en cuanto el peso se normaliza. Entre las multiples causas que se vinculan
con eldesarrollo de la obesidad se encuentra frecuentemente la disfuncion tiroidea
(Reinher, 2010). En México, ENSANUT reporta que la prevalencia de sobre peso y
obesidad est4 en 36.3% de adolescentes, y de 72.5% en adultos mayores de 20,

siendo el sexo femenino el mas afectado (L6pez, 2016).



1.2 Disfuncidn tiroidea y la condicién de obesidad.

La glandula tiroidea regula el metabolismo lipidico y la tasa metabdlica, su mal
funcionamiento se relaciona con el aumento de peso. Las alteraciones en la funcion
tiroidea son respuestas adaptativas que intentan incrementar el gasto energético y
en ello se reduce la ganancia de peso. Los mecanismos mas frecuentes que facilitan
la obesidad son la resistencia a la leptina, resistencia de hormonas tiroideas y
disfuncion mitocondrial. La leptina, producida por los adipocitos, retroalimenta al
SNC sobre cuanto tejido adiposo hay; también modula la sensacion de saciedad y
las respuestas conductuales de la sobrealimentacion, lo que a su vez regula la
cantidad de comida que se consume y el gasto energético. La leptina también puede
modificar la funcidn tiroidea a partir de los ejes hipotalamico- hipofisis, que causa
cambios en la liberacién de la TRHy a su vez de la TSH y TH (Menendez et al.,
2003).

En personas obesas, la concentracion elevada de TSH se vincula a la resistencia
a la sefalizacion de la T3 lo que reduce la retroalimentacién negativa entre los
receptores de hormonas tiroideas en la glandula pituitaria y el TSH (Biondi, 2010).
Las hormonas de la glandula tiroidea promueven la lipdlisis y la degradaciéon de
acidos grasos, por lo que reducen la acumulacion de lipidos y el peso corporal
(Michalaki et al., 2006). En ratones obesos, la cantidad de hormonas T3y T4 en el
plasma sanguineo fue considerablemente menor cuando ocurre pérdida de peso
(Duntas y Biondi, 2013); aquellos ratones resistentes a la obesidad mantienen

niveles 6ptimos de T3 indicando que la regulacién las hormonas tiroideas juegan un
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papel critico en los mecanismos que ajustan la tasa metabdlica en base a la energia
disponible (Xia et al., 2015). Un correcto nivel de T3 y T4 en la sangre promueve
una mayor actividad locomotora y por ende, el aumento de gasto energético (Jonas

et al., 2015).

1.3 Regulacion circadiana del metabolismo y la termorregulacion

La fisiologia y conducta en un organismo se presentan en ciclos de-24 h acoplados
a los cambios del dia y la noche. Estos ritmos persisten en condiciones constantes
con un periodo cercano a las 24 h por lo que reciben el nombre de “circadiano”. El
metabolismo no es la excepcion y es influenciado por factores endégenos como la
herencia genética y funcionamiento celular, y exégenos, como el ambiente. En
condiciones ambientales constantes (luz y disponibilidad de comida) los ciclos
endodcrinos y metabdlicos persisten-en una amplia diversidad de organismos. Los
ritmos enddcrinos y metabdlicos son altamente dependientes de horas especificas,
y sus oscilaciones se ven relacionadas con cambios conductuales a lo largo del dia

(Aschoff, 1965).

Los ritmos 'circadianos se basan en un mecanismo molecular llamado “reloj
circadiano” (Figura 1) que consiste en la interaccion de asas de transcripcion-
traduccién de los llamados genes de reloj y sus proteinas, y que se completa en
cerca de 24 horas. ElI dimero de proteinas BMAL1 y CLOCK funcionan como
factores de transcripcion y se unen a la region promotora (E-BOX) de varios genes
del reloj circadiano, entre los cuales destacan los genes que dan lugar a las

proteinas PER (periodo) y CRY (criptocromo). Estas se acumulan y dimerizan en el

10



citoplasma y se translocan de nuevo en el ndcleo inhibiendo la actividad

transcripcional de CLOCK- BMAL1 (Miyamoto y Sancar, 1998). Existe otro bucle de

retroalimentacion negativa en el que se ven involucradas las proteinas ROR y REV-
ERBa. El resultado de su acumulacion refleja una represion en la transcripcion de
BMAL1 (Preitner et al., 2002). En mamiferos, el Nuacleo Supraquiasmatico  del
hipotalamo contiene al reloj circadiano que funciona como marcapasos y regula via

neuroendocria al resto de relojes en otros tejidos (Buijs y Kalsbeek; 2001).

'
Gd
il

PER1I-3 @

BMAL1 ) CLOCK CRY1-2
|( )E-box | » REV-ERBA
RORA

‘__

=
bmalit—— e, @EV-ERBY)

—» CCG

(BMALT) CLOCK
| E-box |

Nucleus Cytoplasm

Figura 1. Mecanismo molecular del reloj circadiano. Se ilustra la union de BMALL y
CLOCK a la E- box, promoviendo la transcripcion de per y cry, sus proteinas PER y CRY,
después de acumularse en el citosol translocan al nacleo e inhiben la actividad de BMAL1
y CLOCK. Las proteinas REV- EBRa, que al unirse a Rora, reprime la transcripcion de
BMALL. CCG representa a otros genes controlados por reloj circadiano (Bailey, 2014).
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En mamiferos el metabolismo requiere de una variacion radical a lo largo del dia en
la disponibilidad de glucosa, en momentos de incremento de actividad fisica
aumenta el uso de glucosa mediada por insulina (Rose y Ritcher, 2005). Hay mas
demanda de glucosa en los periodos de actividad que en los de descanso. La
homeostasis de la glucosa se logra coordinando mecanismos exdgenos (ingestion/
digestion, absorcién) y enddgenos (gluconeogénesis). El reloj circadiano de los
hepatocitos juega un papel importante en algunos procesos de la glucogendlisis asi
como de una regulacion circadiana de la disponibilidad de glucosa por parte de los

corticosteroides. Ademas, la sintesis de melatonina y el glucagon son regulados por

el nucleo supraquiasmatico en el hipotalamo (Bailey, 2014).

El metabolismo de los lipidos y de la glucosa es paralelo a la actividad fisica a lo
largo del dia acoplada a la actividad del sistema digestivo. Después de la ingesta
de alimento el consumo de grasas requiere emulsificacion mecanica, rompimiento
lipidico y absorcion de las células epiteliales del intestino. Durante la digestion y
absorcion de alimentos el tracto digestivo tiene mas movilidad gastrointestinal, hay
secrecion exocrina de enzimas digestivas para la absorcion de macronutrientes.
Observaciones en enterocitos aislados del yeyuno de ratas indican que los niveles
de absorcién de colesterol y lipidos son mas altos en las horas de mas actividad
(fase oscura) y menor absorcion en horas de reposo. En ratas con mutacion en el
gen clock se observo una absorcion de lipidos similar tanto en la fase luminosa
como nocturna, a comparacion de ratas sin mutacion, donde existia variacion en la
absorcion de lipidos. Varios de los genes involucrados en los procesos de digestion

y absorcion de lipidos en el intestino presentan ritmos diurnos (Pan y Hussain,
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2009). La correcta funcionalidad del reloj circadiano en las células epiteliales del
intestino es necesaria para mantener la homeostasis entre el epitelio intestinal y el
microbiota, la importancia de esta relacion se ve fuertemente afectada en el intestino

por la disrupcién del reloj circadiano (Swanson et al., 2011).

Por otra parte, los diferentes tipos de tejido adiposo cumplen una amplia gama de
funciones biolégicas, desde el almacenamiento de energia hasta la secrecion
hormonal y la termogénesis, muchas de las cuales muestran variaciones
pronunciadas alo largo del dia. Dichos ritmos de 24 h en fisiologia y comportamiento
estan coordinados por una parte por los relojes circadianos endoégenos en los
adipocitos y por la regulacion general desde el nucleo supraquiasmatico (Kiehn et

al., 2017).

Il ANTECEDENTES
2.1 Descripcién general de la fisiologia tiroidea.

La glandula tiroides se compone de dos I6ébulos muy vascularizados, situados cada
uno a los:lados en la traquea superior. La unidad funcional de la glandula tiroidea
es el foliculo tiroideo delimitado principalmente por tejido epitelial. El foliculo
contiene las hormonas tiroideas (TH) formadas en el epitelio a partir de las
yodotironinas, que estan constituidas por dos pares de moléculas de tirosina
yodada. La sintesis de T4 y T3 requiere el uso del yodo y el 90% del producto de
la glandula tiroidea que se encuentran fuera de los foliculos es la 3, 5, 3’, 5-
tetrayodotironina (T4); el 10% restante es la 3, 5, 3'- triyodotironina (T3) y se forma
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en las células epiteliales a partir de la desyodacion de T4 por desyodinasas tironina-
especificas a través de los receptores TRa1 y TRB que regulan la expresion
genética (Berne, 1987). La triyodotironina (T3) es considerada la hormona activa y
controla la energia metabdlica, tiene gran influencia en el peso corporal,

termogénesis y metabolismo lipidico (Guyton, 2002).

La regulaciéon de la sintesis y liberacion de las hormonas tiroideas se da en el eje
Hipotalamo-Pituitaria-Tiroides. La TRH (hormona liberadora de la tirotropina) es una
hormona producida en el hipotalamo y que actia sobre los tirgtropos de la glandula
pituitaria, uniéndose a una proteina G, acoplada con receptores de TRH, lo cual
resulta en un incremento de cAMP intracelular y subsecuentemente liberacién a
sangre de la TSH (hormona estimuladora de la tiroides) (Mullur et al., 2014). La TSH
en la glandula tiroides se une a una proteina G acoplada a un receptor de una célula
tiroidea folicular, y estimula la produccion y liberacion de hormonas tiroideas. Las
hormonas como la dopamina, somatostatina y leptina poseen efectos moduladores
sobre la secrecion de TSH en la pituitaria y ello afecta la liberacion de hormonas
tiroideas (TH). La secrecion de TSH y su sensibilidad a la estimulacion de TRH se
puede ver afectada por insuficiencia renal, inanicién, privacion del suefio, depresion,
y el efecto de hormonas como cortisol, hormona del crecimiento y esteroides
sexuales (Gary, 1996). La produccion de TH también puede ser influida por
hormonas como la leptina, o bien por la sefalizacion adrenérgica y el cortisol, el
estado nutricional, los ritmos circadianos de actividad-reposo y los niveles de estrés
(Ghamari, 2010). La prohormona T4 es el primer producto secretado de la glandula

tiroidea, y que utiliza MCT8 (Transportador monocarboxilado 8, transportador de
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hormonas tiroideas) para la secrecion. La conversion local de T4 a T3, se da
mediante la enzima D2 (Desyodinasa tipo 2). Las hormonas T3 y T4 retroalimentan
negativamente a los tirétropos (células productoras de TSH) en la glandula pituitaria

y tanicitos en el hipotdlamo (Guyton, 2002; Figura 2).

Hipotalamo
TRH
|
. ?
\ |
\ |
]
N A NN /
Y / \ >
‘/ f/ =
"/ / \
o
Ve \»\
Dopamina N
. / \
Somatostatina \4 ‘

Glucocorticoides \ ; | Hipdfisis

T4
T3

Tiroides

Figura 2. Eje hipotalamo- hipofisis- tiroides. La sintesis de hormonas tiroideas se regula
por medio de un mecanismo de retroalimentacion negativa. El hipotalamo libera la TRH,
gue estimula a la hipdfisis a secretar TSH, la que a su vez produce y libera Hormonas
tiroideas T3y T4 las cuales retroalimentan negativamente a sus células secretoras (tomado
de Guyton y Hall, 2002).
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El decremento de produccion de TSH y TRH se refleja en la adecuacion de los
niveles de TH en los tejidos. La estricta regulacion de esta asa de respuesta permite
usar el TSH del suero como indicador para diagnosticar y manejar enfermedades
tiroideas primarias como hipotiroidismo e hipertiroidismo; asi los pequefios cambios
de T4 en el suero son amplificados en cambios de TSH en el suero (Mullur, 2014).
La TSH posee receptores en preadipocitos e induce diferenciacion a adipocitos. Los
adipocitos hipertrofiados estimulan la formacién de adipocitos nuevos (hiperplasia)
para asi incrementar la capacidad de almacenamiento-de grasas. Los adipocitos,
influenciados por factores ya sea genéticos o ambientales tienden a incrementar en
namero y tamafo y la energia es almacenada en forma de triglicéridos (Reinher,
2010). En la fisiologia tiroidea, el yodo juega un papel central como constituyente
de las hormonas tiroideas y como regulador de la funcion de la glandula tiroidea
(Figura 3). Dentro de la célula se encuentran los transportadores de yodo y una gran
cantidad de ATPasas y receptores a TSH. Para la secrecion hormonal se requiere
la pinocitosis de tiroglobulina, seguida de la fusion de pequefias gotas con lisosomas
y protedlisis, que libera monoyodotirosina (MIT), diyodotirosina (DIT), T3 y T4,
ambas hormonas (T3 y T4) son liberadas al torrente sanguineo junto con
tiroglobulina. El yodo es transportado a través de las células desde el lado basal
(vascular) hasta el apical (folicular-luminal). La tiroglobulina es expulsada
continuamente y entonces yodada para convertirla en MIT y DIT; después de ser
yodadas, dos moléculas DIT se emparejan para formar T4, mientras que una
molécula de MIT y una de DIT forman T3. El apareamiento de moléculas es llevado

a cabo por peroxidasas tiroideas, enzimas catalizadoras que abarcan la membrana
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apical de la glandula. Una vez que la tiroglobulina es yodada se almacena en el
lumen como coloide y se une al receptor megalina para que T3y T4 sean liberadas

al torrente sanguineo, seguido de la endocitosis y degradacion lisosomal de la

tiroglobulina (Soto y Verbeke, 2015).

Tiroxina (T4)

o

Coloide en el lumen del foliculo

@ Elyodoentraen el foliculo el
Jumen donde se unea fa tirosina
s del coloide formando DITy MIT
?

" - |
o2 2

C Coloide de
ST e
DIT (T2) MIT (Ty)

Las tirosinas yodadas son
enlazadas en formade T3y T4

A
N\

<

: Figura 3. Mecanismo de sintesis de hormonas tiroideas. Arriba, la estructura molecular
de hormonas T3 y T4 y abajo, su mecanismo de sintesis en las células foliculares de la
tiroides (modificado de Arrangoiz, 2018).
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Las hormonas tiroideas actian directamente en todas las células y tejidos, ademas
de modular acciones de otras hormonas y neurotransmisores. Su déficit o exceso
estan vinculados a las enfermedades endocrinas mas comunes. A nivel
cardiovascular, la hormona T3 aumenta el ritmo cardiaco y aumenta la circulacion
arterial en los tejidos, también incrementa el ritmo de respiracibn en reposo,
ventilacion por minuto y respuesta de ventilacion. Cuando la funcién tiroidea
disminuye se presentan sintomas de bradicardia sinusal, hipertension arterial leve,
baja del pulso, fatiga e intolerancia al frio. Los efectos de la T3 se llevan a cabo por
medio de transcripcion génica y extragénica; la hormona interacciona con
receptores nucleares de hormonas tiroideas (RT3) y promueve la transcripcion
optima de genes que codifican proteinas reguladoras y estructurales relacionadas
con la funcién contractil del musculo, tanto de forma positiva y negativa (Soto y
Verbeke, 2015).

Las hormonas tiroideas promueven la maduracién y crecimiento de tejidos, ademas
de neurogénesis y un correcto desarrollo de los huesos, son esenciales para el
correcto desarrollo del cerebro de los vertebrados (Forrest, 2004), neurogénesis
fetal (Ausé et al.; 2004) y transporte de hormonas de la madre a la cria (Versloot et
al, 1998), ademas de regular ciclos reproductivos. Respecto al metabolismo, las TH
incrementan el rango basal de consumo de oxigeno, aumentan el desacoplamiento
mitocondrial de proteinas en todos los tejidos excepto cerebro, génadas y bazo. La
termogénesis incrementa también al tener mas acceso a O2 y T3 aumenta también

la absorcion de glucosa desde el tracto intestinal (Berne, 1987).
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2.2 Anatomia de la glandula tiroidea en roedores maridos.

La glandula tiroides presenta dos I6bulos unidos centralmente por un istmo. Se
encuentra debajo de la laringe rodeando la traquea. La glandula tiroides se
encuentra irrigada en la parte superior por la arteria carétida externa. Las TH son
secretadas desde los foliculos tiroideos por la estimulacion de TSH. Las células
parafoliculares se encuentran en la periferia del epitelio folicular, poseen un
citoplasma claro y se distribuyen de maneraindividual o en pequefios grupos (Figura
4). Al interior de la glandula, existen células con vesiculas secretoras y complejo de
Golgi prominente, el cual produce y libera la hormona calcitonina que regula los
niveles de calcio en la sangre (Cornejo, 2017).

Los foliculos o acinos tiroideo son la unidad funcional de la glandula tiroides los
cuales tienen un diametro de 0.2'a 0.9 mmy se constituyen por espacio extracelular
gue contiene el material coloide en forma de una sustancia viscosa constituida por
proteinas y glicoproteinas, principalmente tiroglobulina y hormona tiroidea (se tifie
histolégicamente de rosado con la tincion de eosina). Las células foliculares o
tirocitos forman un epitelio simple que tapiza el foliculo en su parte interna; cuando
las células son estimuladas por la TSH presentan formas cubicas y cilindricas. Las
células parafoliculares o células C estan localizadas en forma solitaria entre los
tirocitos (no forman grupos) en la ldmina basal del foliculo, no hacen contacto con
el coloide y tienen por funcién la sintesis de calcitonina. La lamina basal es el tejido
donde descansa el borde basolateral las células foliculares. El tabique folicular

presenta prolongaciones o tabicaciones de la capsula de tejido conectivo.
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Figura 4. Micrografia optica del foliculo tiroideo de rata. Se muestra A) el coloide y B)
las células foliculares tiroideas rodeando el coloide, tincion con azul de toluidina,
observadas en microscopio 6ptico a 1000x (Cornejo, 2017).

2.3 Hiper e hipotiroidismo en muridos y su relacion con el cambio en la
conducta.
Algunas anormalidades en el funcionamiento tiroideo son el hipotiroidismo, que es
la reduccion en el tamafio de la glandula con la baja produccion de hormonas
tiroideas, y el hipertiroidismo, que al contrario, es un aumento en el tamafio de la
glandula y de hormonas tiroideas.
El hipotiroidismo se asocia con enfermedades cardiovasculares (Goldey et al., 1995)
asi como un mal desarrollo y partos prematuros (Hack, 2000); causa cambios en el
comportamiento como bajos niveles de rendimiento en la memoria, depresion y
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mania (Van-Boxtel et al., 2004), y esta asociado a una baja producciéon de TSH
(Prangue et al., 1972). El hipertiroidismo se asocia con intolerancia al calor y
pérdida notable de peso (Hall, 2017).

En ratas adultas, el hipertiroidismo incrementa la actividad motora en pruebas de
campo abierto (Redei, 2001; Sala-Roca et al., 2002). Tanto hipo ‘como
hipertiroidismo incrementan la inmovilidad al momento de pruebas conductuales de
nado forzado, (Kulikov et al., 1997; Redei, 2001). Las consecuencias conductuales
de desarrollar alguna disfuncion tiroidea en la adultez estan mediadas tanto por la
accion de las hormonas tiroideas (cantidad) como-de sus receptores (TR),
usualmente mediante una alteracion en la regulacion transcripcional de los genes
de las hormonas tiroideas (Oppenheimer y Schwartz, 1997). En ratones, la delecion
de algunas isoformas de receptores de hormonas tiroideas acentua la inhibicion del
comportamiento, como por ejemplo en los periodos de descanso y la reduccion de
horas de actividad en laberintos experimentales, ademas del déficit en la memoria
y aprendizaje espacial (Wilcoxon et al., 2007). En ratas, al reducir el nivel de T3 hay
reduccion de ansiedad, ademas de un menor tiempo empleado en aseo y
acicalamiento, contrario a un aumento de ansiedad en ratas con una mayor

concentracion de T3 (Wirth et al., 2009).

2.4 Cambios en la termorregulacion relacionados con la condicién de
obesidad.
En mamiferos, el tejido adiposo pardo es el sitio con mayor produccion de calor en

la termogénesis no tiritante y juega un papel importante en la termogénesis inducida.
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La termorregulacién también es regulada en el Sistema Nervioso Central (SNC)
tanto en el control de la accién de tiritar como en la retencion del calor a partir de la
vasoconstriccion (Horwitz, 1979). La sobrealimentacion en periodos cortos
incrementa la actividad del SNC en el tejido adiposo pardo, en un intento de elevar
la quema de calorias (Young et al., 1982). En el caso de la obesidad, el peso del
tejido adiposo pardo refleja el depésito de lipidos, paralelo a la expansion de los
depositos de tejido graso blanco. El tejido adiposo blanco no es usado comunmente
como indicador de la actividad termogénica como lo es el tejido pardo, dado que la
cantidad de mitocondrias es considerablemente menor.y hay una mayor densidad

de lipidos (Trayhurn, 2017).

Cuando los animales obesos son expuestos al frio (4°C) su temperatura corporal
decrece mucho mas rapido de lo normal y mueren aproximadamente 2.2 horas
después de la exposicion. La hipotermia se encuentra asociada a un bajo
metabolismo; los ratones obesos tratados con tiroxina no presentan hipotermia ni
hipertiroidismo lo cual refleja que la glandula tiroidea juega un papel importante en
la regulacién de la temperatura y la condicién de obesidad (Joosten y Van Der
Kroon, 1974). Al exponer a los ratones obesos a temperaturas bajas por un periodo
de tiempo corto, aquellos que se les habia tratado con L-T3, lograron termorregular
mas eficientemente que aquellos que no se les administré L-T3. Después de
terminados los experimentos se procedio a extraer las glandulas tiroideas de los
ratones obesos, aquellos tratados con L-T3 presentaban un peso en el tamafio de
la glandula tiroidea menor a aquellos que no fueron tratados (Ohtake y Azukizawa,

1977).
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2.5 El ratdén de los volcanes como modelo de estudio de obesidad y

ritmos circadianos

El raton de los volcanes, Neotomodon alstoni, pertenece a la Familia Cricetidae,
Orden Rodentia. Es una especie endémica de la Faja Neovolcanica Transversal
Mexicana en el centro del pais; se distribuye desde el centro-oeste de Michoacan
hasta el centro de Veracruz (Musser y Carleton, 2005). N alstoni habita en una
altitud de entre 2,500 a 4,300 m (Williams et al., 1985). Su estado de proteccion se
encuentra en la categoria de baja preocupacion segin la IUCN (Alvarez-Castafieda
y Castro-Arellano, 2016) (Figura 5). La especie alcanza una longitud corporal de 13
cm desde la cabeza hasta el torso, y la cola mide en promedio entre 8 y 11 cm;
pesan entre 40 y 60 g en condiciones naturales. Presenta un pelaje denso y suave
de color gris oscuro en el dorso, amarillento en'los flancos y color blanco en la parte
ventral, los juveniles son de color gris oscuro uniforme. Las orejas son grandes y sin
pelo (Chavez, 2005). Este raton desarrolla obesidad de forma espontanea en
algunos organismos cuando se encuentran en condiciones de aislamiento y con
libre acceso a comida (Miranda-Anaya et al; 2019). Los animales obesos suelen
pesar por arriba de los 60 g y presentan alteraciones en la amplitud del ritmo
circadiano dela actividad motora, asi como en las variaciones diarias de
sefalizacion en diversas hormonas involucradas en la conducta alimentaria y del
metabolismo como la leptina, la ghrelina, la insulinay los corticosteroides (Carmona-
Alcocer et al., 2012; Pérez-Mendoza et al.,, 2017, Miranda-Anaya 2017; Luna-
Moreno et al., 2017). Los animales obesos presentan un déficit en la sincronizacion

por temperatura y a fotoperiodos largos (Miranda-Anaya et al., 2017, 2019).
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Estudios preliminares en nuestro laboratorio indican que la temperatura corporal en
los ratones obesos esté por debajo de la que presentan los individuos delgados. Los
ratones obesos también presentan menor tasa metabodlica y ante un reto de
termorregulacion, la temperatura corporal en algunos de los obesos decae después
de la primera hora de exposicidn a un ambiente fresco (10°C) (Herrera-Garcia et al.,
2019). Lo anterior lleva a plantear la pregunta si el déficit en termorregulacion en los
animales obesos se puede vincular a una baja respuesta motora durante la
exposicion al frio y si la condicion de obesidad esta asociada a una baja presencia

de hormonas tiroideas.
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Figura 5. Distribucion geogréafica de Neotomodon alstoni. Categoria en la IUCN y un
ejemplo de un ejemplar delgado y un obeso.
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Il JUSTIFICACION

La obesidad en Neotomodon alstoni nos permite estudiar las afectaciones
producidas por la condicién de obesidad en diversos pardmetros fisiol6gicos y
conductuales, en un modelo en que la obesidad es espontanea, es decir, animales
delgados y obesos se encuentran bajo las mismas condiciones ambientales 'y
nutricionales y diferencialmente algunos animales desarrollan la condiciéon de
obesidad, por lo que no existe el efecto directo de una induccién por dietas ricas en
grasas o azucares. En este estudio es de interés vincular una posible disfuncion
tiroidea con las respuestas conductuales asociadas ‘a la termorregulacion.
Permitiendo conocer mejor la biologia de esta especie en su condicion de obesidad
espontanea.

Teniendo en cuenta que la obesidad representa un problema de salud a nivel
mundial, la presente investigacion sienta las bases de conocimiento nuevo, al
complementar la informacion sobre los procesos fisiologicos que se ven alterados
en la condicion de obesidad en mamiferos y que sean referencia para comprender
y estudiar mejor la fisiologia humana en el estado de obesidad ofreciendo en un

futuro cercano soluciones puntuales para su tratamiento.

IV HIPOTESIS
Los ratones obesos presentan déficit en la actividad motora durante una exposiciéon

aguda a una caida brusca de temperatura, lo que podria estar relacionado con un
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déficit de hormona tiroidea T4. La respuesta durante el dia sera menor que en la

noche en funcién de la fase de actividad o de reposo.

V OBJETIVO GENERAL
Determinar si en Neotomodon alstoni la termorregulacién por conducta locomotora
ante un pulso de frio es negativamente afectada por la condicién de obesidad vy si

esta diferencia se vincula a una disfuncion tiroidea.

5.10bjetivos especificos
Comparar entre ratones delgados y obesos:
a) la magnitud del cambio de la actividad locomotora ante una exposicion aguda al
ambiente frio (12°C) tanto a la mitad de la fase activa como la de reposo.
b) si existen diferencias en la concentracion circulante de hormonas tiroideas T4.

c) si existen diferencias en la morfologia histolégica de la glandula tiroides.

VI METODOS

6.1Especie de estudio.
Los ratones N. alstoni fueron obtenidos de la colonia de reproduccién que se maneja
en el bioterio de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Autonoma de
México. Se usaron 12 ratones adultos machos y 8 hembras, con peso corporal
indicado en la Tablal y edad entre los 8 y 14 meses. Los ratones fueron aclimatados
en una habitacion con temperatura y fotoperiodo controlado (23+3 °C). Los

protocolos en el manejo de los animales empleados en este estudio fueron
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autorizados por la Comision de Etica Académica y Responsabilidad Cientifica de la

Facultad de Ciencias, UNAM (Anexo 1).

Tabla 1. Caracteristicas y condicion de cadaindividuo. Grupos de ratones que formaron

parte de este estudio.

Grupo 1 Grupo 2

# Raton Sexo | Peso(g) | Condicion #Raton | Sexo | Peso(g)| Condicion
18 Macho 45 Delgado 6 Hembra| 51.7 Preobeso
25 Macho 43 Delgado 7 Macho | 45.1 Delgado
5 Macho 53 Preobeso 8 Hembra 46 Delgado
15 Macho 49.3 Delgado 9 Macho 52 Preobeso
16 Hembra 42.1 Delgado 21 Macho 45 Delgado
3 Hembra 64 Obeso 14 Hembra| 57.6 Preobeso
2 Macho 77 Obeso 22 Macho 49 Delgado
12 Macho 72 Obeso 23 Hembra| 45.6 Delgado
27 Hembra 49.7 Delgado 13 Macho | 47.4 Delgado
4 Macho 55 Preobeso 17 Hembra| 46.5 Delgado

6.2 Registro de actividad locomotora
El registro de actividad locomotora se logré6 mediante un sistema electronico de
cruces de sensores-interruptores infrarrojos ubicados en las cajas de acrilico en que
se mantuvo a cada ratén (Figura 6). La actividad locomotora en los ratones se
cuantific6 mediante la suma de cruces cada 10 min mediante la ayuda del sistema
computarizado AMOS (desarrollado por el Dr. Ivo Neftali Ayala-Garcia y el

estudiante Irvin Herrera-Argomaniz, de la UTEQ, Qro; Miranda-Anaya et al; 2019) y
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capturados en una PC mediante el software AMOS 3.3 (desarrollado por la
estudiante de la UTEQ- Melissa y Mendoza-Avila). El registro de actividad se llevo
a cabo dentro de una camara de ambiente controlado (CONVIRON, Adaptis 1000)

donde se monitorearon 10 individuos simultdneamente.

Control de Circulacion de aire y control o

lluminacion de temperatura b0
0

2 N 0

O XA

Actividad
fémpé;ratu;Fa

Camara de ambiente controlado

Agua/Comida

Jaulade Malla metalica /l

acrilico

Interruptores de
infrarrojo

Figura 6. Esquema del registro de actividad locomotora. Disposicion de los elementos
gue conforman el sistema de mantenimiento experimental y registro de actividad.

Se usaron 20 ratones, divididos en dos grupos de 10 individuos cada uno, que
fueron mantenidos en ambiente controlado de temperatura (25°C) y humedad
relativa (50%). La iluminacion de la camara se mantuvo en fotoperiodo 12 h de luz
y 12 h de oscuridad, a una intensidad aproximada de 300-350 Ix, mediante el uso
de tiras de emisores LED de luz blanca, y controladas por un temporizador

domeéstico.
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Los ratones fueron usados como su propio control en un protocolo experimental de
medias repetidas. Los primeros 3 dias se mantuvieron en ambiente estable (25°C).
Se consider6 como referencia el promedio la actividad durante 2 h, los tres dias
previos en los horarios en que posteriormente se dieron los pulsos de frio, tanto en
la fase diurna y nocturna.

Luego, se programé en la camara de ambiente controlado dos pulsos frios de 2 h
gue consistieron en un cambio de temperatura de 25°C a 12°C. Los pulsos se dieron
de 12:00 a 14:00h y de 24:00 a 02:00, por los 3 dias restantes. Posteriormente los
ratones fueron mantenidos por una semana en condiciones de temperatura y

fotoperiodo equivalentes al control.

6.3 Extraccién de muestras bioldgicas
Después de una semana en un ambiente de condiciones control, los ratones se
sacrificaron mediante anestesia profunda con pentobarbital sddico intraperitoneal
(Img/kg; 6.6g9/100ml; Cheminova) para proceder a la perfusion de tejidos. Antes de
la perfusion se colectd sangre de la vena cava con una jeringa de 10 ml.
Posteriormente se inicio la perfusion con ayuda de una bomba de perfusién para
fijacion de tejidos, primero con una solucion de buffer de fosfatos (PBS) y luego con
solucion formaldehido (PFA) al 4%, via intraventricular. Una vez completada la
perfusion se colectd la glandula tiroides. Otros tejidos de estos animales fueron
destinados a objetivos distintos a esta tesis, con el fin de aprovechar en la mejor
medida el material biolégico. Las glandulas tiroideas se disecaron y se conservaron
primero en PBS y posteriormente se movieron a una solucién de para formaldehido

al 10% y fueron mantenidas en refrigeracion hasta su posterior analisis.
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La perfusion y la colecta de tejidos se hicieron en una camara con extraccion
continua de gases, con proteccion basica de laboratorio (bata, guantes, cubrebocas
y gafas de acrilico) en condiciones de asepsia. EI manejo de animales de
laboratorio, muestras, perfusién fueron asistidos por el tutor del presente trabajo,
bajo los procedimientos autorizados por el comité de bioética de la Facultad de

Ciencias, de la UNAM.

6.4 Histologia: inclusion en sacarosay tincion con Hematoxilina-Eosina
Fueron usadas 3 muestras glandula tiroidea de individuos delgados y 3 de obesos
(Tabla 2). Para el procesamiento histoldgico, las muestras de tejido fijado en para
formaldehido al 10% y fueron transferidas a una solucion de sacarosa al 30%,
durante una semana y posteriormente sumergidas en una solucion de Tissue-Tek,
el cual congelado forma un cubo so6lido que permite hacer cortes sagitales de 30 pm
en criostato (Leica, mod 3050S), a una temperatura de -20°C, depositando los
cortes y extendiéndolos directamente en portaobjetos electro cargados, para una
mejor adhesion. Después, las muestras fueron tefidas mediante la técnica
Hematoxilina- Eosina (Salazar, 2017) para su evaluacion mediante microscopio
optico. Los procedimientos histoldgicos se hicieron en el Instituto de Neurobiologia,

bajo la supervision y apoyo técnico de Erika, A. de los Rios Arellano.
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Tabla 2. Individuos seleccionados para cortes histolégicos y condicion metabdlica.

# individuo | Condicion
2 Delgado
3 Delgado
12 Delgado
7 Obeso
16 Obeso
21 Obeso

6.5 Andlisis de hormonas tiroideas.
Las muestras de sangre colectadas se mantuvieron en tubos de centrifuga (1.5 ml)
embebidos en hielo, luego las muestras se centrifugaron durante 5 min a 3000 rpm,
posteriormente se extrajo el plasma remanente y se conservo en ultracongelacion
a -80°C hasta su posterior analisis. Las muestras de plasma de 6 ratones fueron
enviadas -a Laboratorios Laser ® para ser analizadas en las concentraciones de
hormona T4, por medio de la técnica estandarizada de quimioluminiscencia,
utilizando el método de generacion de complejos AG-AP (Abbott, 2017). Al no existir
un protocolo estandarizado para Neotomodon alstoni, se usé el protocolo en

muestras de sangre de humanos para Tiroxina (T4).
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6.6 Analisis de datos.

a) Actividad locomotora: se promedio la actividad de cada individuo durante las
2h en que se daria el pulso, tanto en la fase luminosa como en la fase oscura, de
los tres dias previos a la exposicion a los pulsos frios de 12° C.

Posteriormente, se dividieron los datos en dos secciones: actividad motora diurna y
actividad motora nocturna, donde, para cada grupo se aplico una diferencia de
promedios de la actividad motora durante el pulso frio menos el promedio de la
actividad motora en condicién control (A= x pulso frio — x control). Los resultados
obtenidos fueron graficados en un histograma, donde “x” representa el peso de cada

individuo, mientras “y” el delta de actividad obtenido. Todos los datos fueron

ordenados del peso mas bajo al mas alto. Los datos se graficaron individualmente.

A partir de la dispersion de los datos de actividad en relacion al peso de los
animales, se decidi6 arbitrariamente hacer una comparacion entre el grupo de
delgados (peso menor a 50 g) y el conjunto de pre-obesos y obesos (peso mayor a
509g) se promedio el delta de actividad de cada grupo y se obtuvo la Desviacion
Estandar y el Error Estandar de los grupos, los cuales también fueron graficados en
un histograma donde la abscisa “x” representa los grupos (delgados y obesos) y la
ordenada “y” el delta de actividad calculado. Los datos fueron comparados mediante

ANOVA de una via y contrastados con la prueba de Tukey. Se consideraron

significativas las diferencies con un valor de P<0.05.

32



b) T4 circulante: fueron seleccionados 3 obesos y 3 delgados con base en el
volumen de plasma colectado mayor o igual a 0.03 ml, debido al volumen minimo
requerido para su analisis. Las concentraciones promedio fueron graficadas y
comparadas mediante la prueba de U Mann Whitney.

c) Histologia y registro micrografico: Las preparaciones fueron fotografiadas
mediante en el microscopio AXIO LAB Zeiss, (con camara AXIO Cam ERc5s) con
el objetivo 10 y 40X, mediante el programa ZEN-Blue (Zeiss). Las estructuras
fotografiadas fueron evaluadas cualitativamente, describiendo anatémicamente las
partes que lo conforman. Al final se contaron los foliculos manualmente a partir de

fotografias tomadas previamente en el microscopio con el objetivo 10X.

VII RESULTADOS

7.1 Actividad motora
Neotomodon alstoni es un roedor nocturno por lo que su mayor actividad locomotora
ocurre durante la noche. En la Figura 7 se muestra el perfil promedio diario de
actividad de un animal delgado (lineas continuas) y uno obeso (punteadas) en
condiciones iniciales de LO 12:12 y temperatura constante. Los animales obesos
presentaron un perfil de actividad nocturna con menor amplitud que los animales

delgados, asi como mas actividad dispersa durante la primera mitad del dia.
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Figura 7. Perfil promedio de la actividad locomotora. Ratones delgados (linea continua)
y ratones obesos (linea punteada) en condiciones de temperatura constante. El eje derecho
indica los cambios en la iluminacion (%) representados con la linea gris y con barras clara
y oscura en la parte superior.

7.2 Efecto de pulsos de ambiente frio sobre la expresion de la actividad

motora en ratones.delgados y obesos
En los registros en que se presentaron pulsos frios de 2 h, tanto a la mitad de la
noche como a la mitad del dia, se observaron resultados variables entre los
individuos estudiados. La Figura 8 muestra el perfil promedio de actividad de tres
ratones delgados, donde se muestra ademas el cambio en la temperatura ambiental
(linea gris). Durante los pulsos, la actividad locomotora aumenté respecto al estado
previo. El brote de actividad es significativamente diferente durante el pulso frio
tanto de dia como de noche. Cuando la temperatura es estable, la fase de reposo

muestra cambios aislados y de baja amplitud.
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Figura 8. Perfil diario promedio de actividad locomotora en ratones delgados; en gris
se representa la temperatura ambiental.

En la Figura 9 se muestra el perfil promedio de actividad motora de tres ratones
obesos. Los cambios en la amplitud en la actividad durante los pulsos son menos
contrastantes que lo observado en los ratones delgados y se nota una caida de
temperatura al final del pulso frio nocturno, mientras que, a medio dia, los cambios
en la actividad son semejantes a los que ocurren espontaneamente sin la presencia

del pulso.
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Figura 9. Perfil diario promedio de actividad locomotora en ratones obesos; en gris se
representa la temperatura ambiental.

La evaluacion del cambio en la actividad locomotora como el cambio porcentual
respecto a la actividad presente las dos horas previas al pulso, tanto para mitad del
dia como de la noche, se muestra en la Figura 10 para cada organismo segun su

peso corporal.
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Figura 10. Actividad porcentual de cada individuo. Se muestra la diferencia porcentual
del movimiento que presenté cada uno de los.individuos sometidos al experimento durante
los pulsos de dia (a) barras blancas, y de noche (b) barras oscuras, en relacién con el peso
corporal (abcisas).

Durante los pulsos frios programados al mediodia (Figura 10a, barras blancas) se
observo que la mayoria de los individuos delgados entre los 42 y los 50 g mostraron
un incremento en la actividad locomotora, sin embargo, la proporcién del cambio
entre (individuos fue variable. Solo un par de animales tuvieron una caida en la
amplitud. En los ratones obesos, la mayor parte de los animales mostraron cambios
muy ligeros de actividad a partir de los 52g de peso. En cambio, durante la noche

(Figura 10b, barras negras) fue mas claro el aumento de actividad (en algunos casos
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arriba del 200%). Nuevamente la magnitud del cambio fue menor en ratones

obesos.

7.3 Histologia de glandula tiroidea y conteo de foliculos tiroideos
El tejido tiroideo estd compuesto por una vasta cantidad de vesiculas, donde se
reconocen diferentes estructuras con funciones especificas. La Figura 11 muestra
a dos distintos aumentos, dos ejemplos representativos de tejido tiroideo de un ratén
delgado (fotos superiores) y un raton obeso (fotos inferiores). Se distinguen las
células parafoliculares o células C (Figura 11 A), que secretan la hormona
calcitonina, su forma es voluminosa, con nucleo ovoide y citoplasma claro; y los
foliculos (células activas) caracterizadas por poseer un nucleo esferoidal con uno o
mas nucléolos prominentes, que sintetizan la. hormona T4 y T3. En los foliculos se
pueden reconocer algunas estructuras, tales como la membrana basal y las células
foliculares (Figura 11 C y D) las dltimas, de aspecto quistico esferoidal, dispuestas
en una sola capa, no obstante, en las fotografias no se distingue el coloide (Figura
11 B) posiblemente como consecuencia del procesamiento del tejido para los cortes
y tefiido. En las laminillas procesadas los individuos obesos parecen mostrar una
mayor cantidad de foliculos (Figura 11; 1), mientras que los delgados podrian

mostrar una mayor cantidad de células para foliculares (Figura 11; 3).
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Figura 11. Histolo@e glandula tiroides (hematoxilina/eosina) a dos distintos
aumentos. Arriba, obtenido de un raton delgado y debajo de un obeso. Se reconocen en las

aumentadas: A) as parafoliculares B) coloide folicular, C) membrana basal, D) células

foliculares. b
0\

La c@&% de foliculos tiroideos presenta diferencias significativas en ambos

. &@s en obesos (x = 28.25), mientras que en delgados el promedio fue (x =

045.25) (Figura 12). Area estimada 45,000 2
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Figura 12. Cantidad de foliculos tiroideos en obesos y delgados. Se presentan
diferencias significativas entre los promedios de células foliculares tiroideas de ambos
grupos (diferencias * P<0.05, T de Student).

7.4 Hormona T4 circulante
La concentracion plasmatica de hormona T4 de seis organismos representativos se
muestra en la Figura 13. Entre los delgados solo 1 ratdn tuvo concentracion por
arriba de 1.8 nug/dL, y los tres obesos tuvieron concentraciones de 1.8 ug/dL o0 mas,
por lo que, augnue no existen diferencias significativas, hay tendencia a una

concentracion de T4 mas alta en los individuos obesos.
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Figura 13. Comparacion de hormona T4 circulante en seis ratones correspondientes al
grupo de delgados y obesos. No se detectaron diferencias significativas (prueba T de
Student).
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VIl DISCUSION

En temperatura ambiental estable (18-23°C), las fluctuaciones de actividad
dependen principalmente de la regulacién circadiana en combinacion con los ciclos
de luz- oscuridad, siendo los individuos delgados los que tienen mayor amplitud
promedio; sin embargo, durante el dia los ratones obesos presentaron'mas actividad
gue los delgados (Miranda-Anaya, 2018; Figura 7).

Durante los pulsos frios, los individuos delgados presentan un aumento porcentual
de actividad locomotora respecto a los obesos, en especial en los pulsos de frio
durante la noche (Figura 8 y 11). Estas diferencias se explican a que, ante el frio,
los animales delgados se mueven mas que los obesos para, posiblemente, producir
mas calor. Sin embargo, la diferencia porcentual estimada es menor en los obesos,
por lo que no solo es el cambio neto de los niveles de actividad sino también la
variacion relativa a los valores de referencia. Lo anterior indica que el frio induce en
los animales obesos una respuesta conductual atenuada para compensar la

produccion de calor.

La homeotermia es una caracteristica asociada particularmente de los mamiferos y
aves e implica la capacidad de generar y mantener calor a partir de reacciones
metabdlicas y se complementa con cambios conductuales. Existen dos tipos de
termorregulacion, tal como la termogénesis facultativa y no facultativa. La
termogénesis por actividad motora o tiritante, se basa en el movimiento muscular,
ya sea tiritante o locomotor para mantener la temperatura basal del cuerpo
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(Chouchani et al., 2018). La termogénesis facultativa o no tiritante consiste en la
generacion metabdlica de calor para el mantenimiento de la temperatura corporal
después de que los individuos han sido expuestos a temperaturas frias e incrementa
el gasto de energia después del forrajeo (accién dinAmica especifica). En roedores,
el sitio mas importante de esta termogénesis es el Tejido Adiposo Pardo (Cannon'y
Nedergaad, 2004). Para aumentar la temperatura corporal por termogénesis no
tiritante son necesarios tanto la regulacion del Sistema Nervioso Simpatico (SNS)
como las HT (Silva y Rabelo, 1997), ademas se ha descrito que la inhibicion de la
D2 en ratones sin estrés térmico desarrolla obesidad,-intolerancia a la glucosa y
esteatosis hepatica. La inhibicion de D2 puede causar también el desarrollo de
hipotermia, y el constante tiriteo para mantener la temperatura corporal, mientras
gue aquellos expuestos a bajas temperaturas oxidan grasa (Castillo, 2011). Es
posible que en los ratones obesos N. alstoni exista una combinacion de deficiencias
en la regulacion neural y enddcrina que median la baja actividad y la posible baja

influencia tiroidea.

Los ritmos enddcrinos y metabdlicos se basan en un reloj circadiano, donde hay
ciclos de diferentes reacciones y conductas en periodos de 24 h (Aschoff, 1965). En
N. alstoni se tienen bien documentados los periodos de actividad y el promedio de
la cantidad de movimiento realizado de acuerdo con sus ritmos circadianos. Los
individuos delgados, ante un pulso de frio, presentaron mayor actividad durante la
noche que la que mostraron los animales obesos, y los obesos presentaron
porcentajes de actividad significativamente menores, sobre todo en la noche (Figura

11). De particular interés es que la magnitud del cambio en la actividad fue menor
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durante el dia que durante la noche para el mismo individuo, lo que hace suponer
gue en parte sea debido a la respuesta en la secrecion de hormonas tiroideas y su
regulacién circadiana. En los ratones delgados, el cambio en la intensidad de la
actividad llegé a duplicarse o triplicarse respecto a la presente durante el dia,
mientras que en los obesos se llegd a ver una reduccion respecto a los valores de
referencia. Ello permite suponer que la regulacion circadiana de la funcion tiroidea

también esta reducida en ratones obesos.

En un estudio en curso (Herrera-Garcia et al; 2019) se muestra que el metabolismo
de los ratones N. alstoni, evaluado mediante la cantidad de O2 consumido, la
produccion de CO2, kilocalorias gastadas y coeficiente respiratorio, los ratones
obesos presentan valores menores a los delgados, siendo mas evidente la
diferencia en el consumo de oxigenoy el coeficiente respiratorio. Ademas, se han
hecho registros de la temperatura corporal en camara de ambiente controlado,
aplicando los pulsos frios, y se observa nuevamente que la temperatura corporal de
algunos ratones obesos es menor a la de los delgados, y la termorregulacion ante
el frio es deficiente.

Los cambios conductuales observados en el presente experimento se ven
directamente relacionados a las diferencias metabdlicas y la temperatura corporal
de los individuos, lo cual podria explicar la poca actividad de los obesos,
relacionados a una tasa metabdlica de menor rendimiento y consumo energético
principalmente de carbohidratos, presentando una termorregulacién adaptativa
facultativa no tiritante, ya que usan sus reservas de tejido adiposo para sobrellevar

el estrés térmico, moviéndose poco. No obstante, se ha detectado que existe menor
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cantidad de proteinas desacoplantes en el tejido adiposo pardo (UCP1) de ratones

obesos (Mullur, 2014).

En el estudio de las hormonas tiroideas de Neotomodon alstoni se busco el andlisis
de la cantidad de T4 circulante, debido a que es la base para la forma activa, de
haber un déficit en la produccion de T4 se infiere uno igual en T3.
Desafortunadamente el andlisis del contenido de T3 no fue posible hacerlo debido
a la baja cantidad de plasma obtenido. Los resultados indican que en los ratones
delgados la prevalencia es menor cantidad de hormona que en los obesos, contrario
a una obesidad asociada a hipotiroidismo, en la que se esperaria menor cantidad
de T4. Es posible entonces que exista un déficit en la sintesis de T3, la forma activa
para notar si el estado de obesidad en Netomodon esta asociada a una disfunciéon
tiroidea. Sin embargo, se podria analizar el perfil tiroideo completo; evaluando T3,
TSH y TRH en la sangre y en particular en muestras al final de las dos horas del
pulso de frio. En este estudio se hizo la colecta de sangre una semana después de
la recuperacion al protocolo, por lo que los niveles de T4 se consideran basales en
la fase de reposo del animal.

Un estudio mas amplio sobre el perfil tiroideo ayudaria a entender también el inicio
de otros desordenes metabdlicos y si son causados en principio por un desbalance
hormonal tiroideo. La comparacion del perfil hormonal completo en el control y
después del experimento serviria como rastreador para encontrar desde dénde
empieza el desorden tiroideo, sea desde la sintesis de TRHYy TSH o0 T3y T4, donde
podria estar implicado un error dentro de los receptores para la correcta

sefalizacion de las hormonas.
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Finalmente, la apariencia del tejido tiroideo muestra algunas diferencias entre
ambos grupos (figura 12). Los obesos poseen menos foliculos tiroideos, no
obstante, el nivel circulante de T4 es mas alto. En cuanto al grupo de los obesos,
debido a su condicion fisioldgica, los foliculos podrian forzar la produccion de T4,
generando mayor cantidad, mientras que los delgados, al existir mayor cantidad de
foliculos no se ve forzada la generacion de T4. Es posible, ademas, qué los niveles
de T3 en obesos sean menores a los de los delgados, lo cual se podria ver
relacionado con un mal funcionamiento de la enzima D2, que estéa directamente

relacionada con la conversion de T4 a T3 (Castillo, 2011).
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IX CONCLUSIONES

El presente trabajo demuestra:

1) Los cambios en la magnitud de la actividad locomotora inducidos por el frio son
distintos en funcién de la hora del dia.

2) La condicién de obesidad afecta la capacidad de los animales de lograr estos
cambios.

3) Hay diferencias notables en la histologia, posiblemente relacionadas a las

condiciones de los individuos.

Perspectivas.

Es importante continuar la investigacion en torno a la influencia que tienen las
hormonas tiroideas en la condicion de obesidad, pues existe una tendencia que
sugiere una posible diferencia, posiblemente en la activacion de la T3. Lo anterior
con la finalidad de determinar si esta condicion forma parte del cuadro de
desorganizacion fisiolégica que se presenta en la condicién de obesidad en esta

especie.
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