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Resumen

Los estudios sobre las diferencias inter-individuales en conducta, asi como de los mecanismos
fisiolégicos subyacentes, se han incrementado significativamente en la tltima década entre los
bidlogos conductuales y evolutivos.

El ambiente fisico y el ambiente social son factores que explican en cierto grado el
origen de las diferencias individuales. Dentro de los componentes del ambiente fisico, la
temperatura ambiental, es uno de los factores responsables del surgimiento de diferencias
individuales tanto en conducta como en fisiologia y, en cuanto al ambiente social, la conspicua
presencia de los hermanos, es otro de los factores que modulan el desarrollo de diferencias
inter-individuales.

La temperatura ambiental en la que se desarrollan las crias de mamiferos altriciales,
como el caso del conejo doméstico, es un factor critico para su supervivencia, desarrollo y
crecimiento. Para mantener su temperatura corporal en sus primeros dias de vida postnatal las
crias del conejo dependen del aislamiento que les provee tanto el material del nido como la
presencia de sus hermanos de la camada ademas del calor generado end6genamente por el
tejido adiposo pardo (TAP).

Como resultado de la dindmica de termorregulacién conductual que ocurre dentro del
agrupamiento de la camada de las crias del conejo, bajo condiciones de frio, hay crias que
durante los primeros dias de vida ocupan consistentemente posiciones centrales (C) y crias que
consistentemente ocupan posiciones periféricas (P) térmicamente menos favorables. Como
consecuencia las crias C versus las P, presentan una menor activacion de la proteina
desacopladora tipo 1 (UCP-1), mantienen temperaturas corporales mas altas, ingieren mayores
cantidades de leche, convierten mas eficientemente la leche a biomasa y, al destete y en la
adultez, muestran diferencias conductuales ante retos estresantes.

Especificamente partimos del hecho de que las crias P, contrario a crias C, presentan
una mayor cantidad de UCP-1, lo cual se traduciria en una mayor activacion. Por lo tanto,

proponemos la hipotesis de que la interaccién intracamada para la termorregulacion
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conductual de las crias del conejo doméstico, tiene el potencial de moldear la distribucion de
la proteina UCP-1 y esta es diferencial en crias centrales y periféricas asi como entre distintas
secciones del TAP interescapular (TAPi). En este trabajo, mediante técnicas histologicas,
caracterizamos la distribucion de la proteina UCP-1 en crias centrales y periféricas asi como
en diferentes secciones del TAPI.

Para probar nuestra hipo6tesis utilizamos seis camadas de conejo doméstico. Durante
sus primeros cuatro dias postnatales (DP) permanecieron en un cuarto frio. En el DP4 las crias
C y P de cada camada fueron sacrificadas para extraer el TAPi el cual, posteriormente, fue
procesado histolégicamente. Mediante técnicas inmunohistoquimicas marcamos la cantidad de
UCP1 con el anticuerpo M17.

El analisis cualitativo indicd que las crias C presentaron un menor marcaje de UCP-1y
la distribucion del marcaje de UCP-1 es diferencial entre las secciones analizadas. Concluimos
que la interaccion entre hermanos, a través de la conducta termorregulatoria del agrupamiento
de la camada, moldea diferencialmente la presencia de UCP-1 en el TAPi de crias del conejo

europeo.
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1. INTRODUCCION

1.1 Interacciones entre hermanos

Muchas especies de mamiferos crecen en compafiia de hermanos de la misma o diferente edad.
Esta condicion expone a los individuos a interacciones entre ellos que pueden influir en sus
historias de vida y en el desarrollo de diferencias individuales en morfologia, fisiologia y
fenotipos conductuales (Bautista y cols. 2003, 2005; Drummond 2006; Hudson y Trillmich
2008; Reyes-Meza y cols. 2011 y Bautista y cols. 2013, 2015). Con omision de los humanos,
en otros mamiferos se ha prestado poca atencion a la influencia que las interacciones entre
hermanos ejercen sobre el desarrollo de las diferencias individuales (Tam y cols. 2012).

La presencia de los hermanos modula el desarrollo de las diferencias individuales incluso
desde la etapa de desarrollo intrauterino de los individuos. Por ejemplo, el sexo de los fetos
adyacentes afecta los rasgos conductuales, morfoldgicos y reproductivos (Ryan vy
Vandenbergh 2002 y Banszegi y cols. 2009) de sus hermanos. Ademas, el sitio de
implantacion de los fetos en los cuernos uterinos repercute en el crecimiento individual
prenatal (Argente y cols. 2003 y Bautista y cols. 2015). También se ha reportado que existe
una relacion negativa entre el tamafio de camada y el peso corporal de las crias al nacimiento
(Drummond y cols. 2000; Kraus y cols. 2005 y Rddel y cols. 2008). Mendl (1998) reportd
evidencia de competencia en roedores en el laboratorio, donde las crias de camadas grandes
tienden a ser mas ligeras al nacimiento, crecen y se desarrollan méas lentamente y su
mortalidad posnatal es mayor en comparacion con las crias de camadas pequefias. Pero la
presencia de los hermanos no solo significa desventajas para los individuos; en el caso de
mamiferos altriciales, proveen beneficios a los individuos en términos de mantenimiento de
una temperatura corporal adecuada influyendo positivamente en el crecimiento y

sobrevivencia de las crias (Bautista y cols. 2003).
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1.2 Termorregulacién

La termorregulacion, o regulacion de la temperatura corporal es la capacidad que tiene un
organismo para modificar su temperatura dentro de ciertos limites, incluso cuando la
temperatura ambiental a la que estan expuestos difiere del rango en el que el organismo se
desempefia adecuadamente. La termorregulacién representa una de las funciones
fundamentales para la homeostasis en el organismo y es controlada en parte por el cerebro
(Morrison y Nakamura 2011). En términos fisioldgicos, la temperatura corporal se refiere al
contenido de calor de un cuerpo o sistema (Hill y cols. 2012). Los animales son diferentes en
funcién a las relaciones térmicas que mantienen con su entorno. Para categorizar las relaciones
térmicas de los animales, se han denominado ectotermos (ecto "“fuera™) o poikilotermos
(poikilo “variable”) a aquellos organismos cuyas condiciones térmicas fuera de sus cuerpos
determinan su temperatura corporal (Hill y cols. 2012). Los animales que mantienen su
temperatura corporal a partir del calor resultante de la actividad metabolica de su propio
cuerpo son denominados endotermos (endo “dentro”; Hill y cols. 2012). Los mamiferos y las
aves son ejemplos de animales endotermos (Hill y cols. 2012). Para conservar la homeostasis
térmica, los mamiferos han desarrollado eficientes mecanismos de termorregulacion tanto

conductuales como fisiologicos.

1.2.1 Mecanismos conductuales

Al nacimiento las crias de mamiferos altriciales, como en el caso de las crias del conejo
doméstico, se agrupan dentro del nido para reducir la pérdida de calor corporal al incrementar
su indice de aislamiento por contacto con sus compafieros de camada lo que resulta en efectos
positivos en su sobrevivencia y desarrollo (Bautista y cols. 2008). Sin embargo, este
aislamiento no es igual para todos los miembros de la camada y las crias compiten por sitios
térmicamente ventajosos dentro del agrupamiento (Bautista y cols. 2015). Esta competencia
por los sitios térmicamente ventajosos se relaciona con diferencias conductuales asociadas a
variables fisiologicas como la temperatura corporal, ingestion de leche, crecimiento y

sobrevivencia. Las crias centrales (C), aquellas que permanecen constantemente en el centro
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del agrupamiento, son las que obtienen los mayores beneficios en las variables fisiologicas
mencionadas anteriormente (Bautista y cols. 2008) en la vida postnatal temprana. Las crias
periféricas (P), al estar expuestas a temperaturas ambientales méas frias dentro del
agrupamiento, activan mecanismos fisiolégicos para mantener su homeostasis térmica
(Dawkins y Hull 1964; Pérez-Roldan y cols. 2010 y Bautista y cols. 2013).

1.2.2 Mecanismos fisiol6gicos

Los mecanismos termogénicos son clasificados como obligatorios y facultativos. Los
obligatorios son esenciales para la vida de todas las células del cuerpo y se refiere a la
produccion de calor en condiciones termoneutrales (Schénbaum y Lomax 1990). Los procesos
termogénicos facultativos se refieren a la produccion de calor adicional en respuesta a
temperaturas bajas (Silva 2001), particularmente la que requiere que el musculo esquelético
tirite (TCT) y la que ocurre en el tejido adiposo pardo (Schénbaum y Lomax 1990).

Las crias altriciales activan la termogénesis y contrarrestan la pérdida de calor en
etapas tempranas del desarrollo. Los organismos altriciales nacen con los 0jos y meatos
auditivos cerrados, sin pelo y tienen un area relativamente grande de exposicion a la pérdida
del calor en relacién a su volumen corporal. Ademas, dependen del cobijo que la madre les
provee y del asilamiento que les proporciona el material del nido. Bajo esta condicion de
altricialidad, la exposicién a temperaturas por debajo de la zona termoneutral genera la
disyuntiva de que la homeostasis se dirija hacia el mantenimiento de la temperatura corporal o

hacia el crecimiento (Bautista y cols. 2003).

1.3 Tejido adiposo pardo (TAP)

El TAP fue identificado por primera vez por Gesner en 1551 en marmotas europeas
Muris alpines y casi 400 afios después se le denomind “la glandula de la hibernacion”
(Sheldon, 1924). EI TAP recibe una densa inervacion del sistema nervioso simpatico (SNS), y
esta inervacion juega un papel importante en la produccién de calor por el TAP (Bamshad y

cols. 1999). En ratas (Bartness y cols. 1984) el tejido adiposo pardo interescapular (TAPi) ha

17



recibido mayor atencion debido a su gran tamafio, accesibilidad, y clara inervaciéon del SNS
(Bamshad y cols. 1999).

1.3.1 Caracteristicas del TAP

El TAP estd compuesto primordialmente de adipocitos pardos los cuales se
caracterizan por contener vesiculas lipidicas multiloculares, un gran nimero de mitocondrias,
densa inervacion de nervios simpéticos y abundante expresion de UCP-1 (Xiao y cols. 2007).
La proteina UCP-1 se localiza en la membrana interna de la mitocondria y desacopla las tasas
de oxidacion del sustrato y la produccién de ATP liberando energia en forma de calor (Tam y
cols. 2012).

Los adipocitos pardos son de menor tamafio que los adipocitos de grasa blanca, miden
de 30 a 40 um de didmetro, generalmente tienen forma poliédrica y poseen un nucleo ovalado
de posicion ligeramente excéntrica (Rosenwalt y Wolfrum 2014). En los adipocitos pardos
existen muchas cisternas de reticulo endoplasmico liso y cantidades apreciables de granulos de
glucdgeno. Las mitocondrias de los adipocitos pardos poseen abundantes citocromo-oxidasas;
la presencia de estas enzimas le confiere el color pardo amarillento dorado caracteristico de
este tipo de tejido adiposo, en los adipocitos pardos abundan capilares sanguineos y una gran
cantidad de terminaciones nerviosas (Saely y cols. 2010). El funcionamiento del TAP esta
regulado por el sistema nervioso autonomo. La noradrenalina (NA) es el neurotrasmisor
responsable de la transformacion de la grasa almacenada, en energia calorica (Bartness y cols.
2010).

1.3.2 Origeny desarrollo del TAP

El TAP evolucion6 para generar calor y proteger a los animales mamiferos de la
hipotermia (Kajimura y Saito 2014). Los adipocitos de grasa unilocular se diferencian a partir
de células mesenquimatosas. En el caso de los humanos en el quinto mes fetal, aparecen
gotitas de lipidos en el citoplasma de las células y a partir de este momento se denominan

adipoblastos o adipocitos inmaduros. A partir de aqui se van confluyendo para constituir una
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gran gota de grasa que ocupa casi la totalidad del volumen de la célula, obligando al nucleo,
citoplasma y organulos a ocupar una posicion periférica del adipocito maduro (Tam y cols.
2012). Los adipocitos multiloculares del TAP, por otro lado, estan mas relacionado con el
musculo esquelético que con el tejido adiposo blanco (Kajimura y Saito 2014). Los analisis
genéticos indican que los adipocitos pardos de la region interescapular y del madsculo
esquelético surgen de células que expresan Myf5 (un gen que se suponia que estaba presente
casi exclusivamente en los precursores comprometidos del musculo esquelético) (Kajimura y
Saito 2014). En roedores, se ha determinado que se expresa Myf5 en células precursoras de
adipocitos, ademas, han sido identificados factores transcripcionales como proteina 7, dominio
PR, Mir193b-365, orexina, Plac8 y RIP 140 (Tam y cols. 2012; Fig. 1).

TAP discreto

CPas

Regulacion Misculo
transchipcibnal esquelético
&B

%

Regulacion
transcripcional
&BMPs
L

Myf5

Preadipocito Adipocito
pardo pardo

Figura 1. Regulacion de la adipogenésis en roedores, en la imagen de TAP discreto
(refiriéndose al TAP bien delimitado) observamos la proteina desacopladora UCP-
linmunoreactiva donde las células de grasa corresponden al tejido adiposo pardo. Las células
grises con nucleo azul representan células precursoras de adipocitos las cuales expresan el
factor Myf5 (Modificado de Tam y cols. 2012).
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1.3.3 Mecanismo de produccion de calor en el TAP

Después de unas horas de exposicién al frio, la produccion de calor en la grasa parda
tiene un papel dominante en el reemplazo de la TCT (termogénesis con tiriteo) por la TST
(termogeénesis sin tiriteo) como la principal fuente de calor adicional para evitar la hipotermia.
A pesar del alto contenido de mitocondrias y altas tasas de respiracion celular, los adipocitos
pardos tienen una capacidad notablemente baja para la sintesis de ATP. La mayoria de las
células carecen de proteinas UCPs y producen ATP a través de la ATP sintetasa, utilizando el
gradiente de protones a través de la membrana interna mitocondrial. A diferencia de la UCP1,
el desacople de la mitocondria producido por UCP2 y UCP3 no es esencial para el control del
balance energético, pero ambas proteinas son de gran interés por su homologia con la UCP1,
por expresarse en tejidos muy importantes para el gasto energético tales como el musculo
esquelético, higado y grasa parda, por participar en el metabolismo de los lipidos y en la
produccion de calor a través de mecanismos distintos al desacople mitocondrial, porque
tendrian efectos relevantes en la etiopatogenia de la diabetes tipo 2 y de la obesidad v,
finalmente, por proteger a las células de la disfuncion y muerte causadas por las especies
reactivas del oxigeno (ROS) (Zaninovich 2005). Por el contrario, los adipocitos pardos
expresan niveles sustancialmente bajos de ATP sintetasa y en su lugar utilizan la UCP-1, que
disminuye el gradiente de protones desacoplando la respiracion celular y la sintesis de ATP

mitocondrial, para estimular la termogénesis (Kajimura y Saito 2014).

1.3.4 Proteina UCP1

La proteina UCP-1 fue identificada por Ricquier y Kader (1976). Su peso molecular varia
entre 32 y 33 kDa entre especies (Freeman y cols. 1985). Ricquier y cols. (1986) describieron
que una banda proteica de 32 kDa aumentaba de modo muy notable en las mitocondrias del
TAP de ratas que habian sido expuestas al frio. La proteina UCP-1 desacopla la fosforilacion
oxidativa y participa como un translocador de protones durante la termogénesis. La

concentracion de UCP-1 cambia en respuesta a los requerimientos fisiologicos de los
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organismos incrementandose durante la exposicion al frio y disminuyendo en la exposicion al
calor (Trayhurn 1993).

Estudios recientes demostraron un aumento de la transcripcion y actividad de esta sintasa
en muasculo e higado de ratas hipotiroideas y una disminucién en ratas hipertiroideas,
reflejando asi que la sintasa del Oxido nitrico es un importante vector de los efectos
termogénicos de las hormonas tiroideas (Zaninovich 2005).

La tiroides participa en la termogénesis adaptativa o facultativa, actuando en forma
sinérgica con la NE en situaciones en que el organismo requiere calor adicional para mantener
la normotermia durante la exposicion al frio. Esta accion promueve la expresion de UCP-1 en
grasa parda y UCP-3 en musculo esquelético y grasa parda de mamiferos, al igual que activa
el consumo de oxigeno en otros tejidos. El proceso de adaptacion al frio esta bajo el control
del hipotdlamo, que activa al sistema nervioso simpatico y la secrecion de NE y promueve la
expresion de UCP-1. La UCP1 se expresa Unicamente en mitocondria de grasa parda y
desacopla las éxido-reducciones de la fosforilacién del ADP, en particular cuando la grasa
parda es estimulada en el frio via las fibras simpaticas que la inervan y, en menor grado,
después de una excesiva ingestion de alimentos. El desacople no se produce sin estimulacion
simpatica, pero tampoco ocurre en ausencia de hormona tiroidea (Zaninovich 2005).

La sintesis de UCP1 también puede ser bloqueada por toxicos ambientales como el cadmio
y el zinc. Ambos metales pesados tienen gran avidez por los grupos sulfhidrilos de la enzima
5'-deiodinasa tipo 2, a la que se unen inhibiendo la deiodinacién de T4 a T3. El cadmio
también puede bloguear la termogénesis por otro mecanismo, inhibiendo la secrecion
hipotaldmica de TRH seguida de depresion de la secrecion de TSH y de la funcion tiroidea
(Zaninovich 2005).

Se puede concluir que la accion de la hormona tiroidea es central para estimular el
consumo de energia en las células a través de variados mecanismos. Durante la adaptacion al
frio, esta actividad depende de la presencia de NE, sin la cual el consumo de energia y la
produccidn de calor colapsan casi de inmediato (Zaninovich 2005).
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2. ANTECEDENTES

2.1 El conejo europeo como modelo de estudio

El estudio de las interacciones entre hermanos durante el desarrollo posnatal (PN) temprano en
mamiferos ha sido un tdpico dificil de estudiar debido a que muchas especies son nocturnas,
tienen a sus crias en madrigueras o nidos subterraneos (Mock y Parker 1997) y ademas las
madres pasan largos periodos de tiempo con sus crias por lo que es dificil distinguir entre la
influencia maternal y la de los hermanos sobre el desarrollo de las crias (Hudson y Trillmich
2008). Sin embargo, un buen modelo para investigar las consecuencias de la interaccion entre
hermanos en mamiferos lo ofrece el conejo europeo (Oryctolagus cuniculus). Después del
parto las crias permanecen con sus hermanos en el nido y la madre sélo visita a las crias una
vez al dia durante el periodo de amamantamiento que dura de 3 a 4 min aproximadamente y el
resto del tiempo permanece ausente (Hudson y Distel 1982). Ademas, las crias de conejo
europeo son altriciales y todo el tiempo las crias estan agrupadas dentro del nido en contacto
con sus hermanos de camada. El cuidado maternal limitado nos permite manipular a las crias

sin interferir en la relacion madre-cria (Hudson y cols. 1998).

2.2 Termorregulacion conductual en crias del conejo europeo
Las crias altriciales de conejo europeo se desarrollan en un nido aislado dentro de la
madriguera de crianza, que les brinda proteccion ante las bajas temperaturas ambientales a las
que estan expuestos (Gonzalez-Mariscal y Rosenblat 1996). Con excepcién de los 3 minutos
que dura en promedio el amamantamiento, las crias permanecen solas y agrupadas en la region
mas caliente del nido bajo una cubierta aislante provista por pasto seco y pelo con el que la
madre construye el nido (Hudson y Distel 1982). La presencia de hermanos beneficia el
crecimiento y sobrevivencia de los individuos de la camada a través del calor y aislamiento
que reciben las crias de sus hermanos. (Bautista y cols. 2003)

En crias sometidas a temperaturas ambientales por debajo de su zona termoneutral se

encontrd que permanecen agrupadas casi todo el tiempo (Bautista y cols. 2008). Para poder
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mantenerse en un sitio térmicamente ventajoso (posiciones centrales en el agrupamiento) las
crias de conejo europeo presentan dos conductas proactivas: la conducta de trepar en donde
las crias suben encima de sus hermanas y se desplazan sobre ellas, y la conducta de rooting es
cuando las crias se desplazan por debajo o entre sus hermanas adyacentes. Ambas conductas
proactivas mejoran del “indice de agrupamiento”, que es una estimacion del grado de
aislamiento de una cria en un momento dado. Por el contrario, permanecer inmdvil resulta en
una disminucion del indice de agrupamiento (Bautista y cols. 2008).

Durante la primera semana de vida PN las crias pueden categorizarse en centrales o
periféricas de acuerdo al grado de aislamiento que presentan en el agrupamiento formado por
la camada (Bautista y cols. 2008; Rodel y cols. 2008 y Bautista y cols. 2013). Estas categorias
estan asociadas con variables fisiologicas como la temperatura corporal, la ingestiéon de leche
y conversion de leche a biomasa, siendo las crias C quienes obtienen los valores mas altos de
tales variables (Bautista y cols. 2008, Bautista y cols. 2013). Contrariamente, las crias P son
quienes presentan con mayor frecuencia conductas proactivas y tienen un indice de
agrupamiento significativamente mas bajo (Bautista y cols. 2008; Rddel y cols. 2008 y
Bautista y cols. 2013).

2.3 Termorregulacion fisioldgica en crias del conejo europeo

En el conejo recién nacido el peso del TAP varia de 2.5 a 3.5g, representando un 5.5%
del peso corporal del individuo (Hull y Segall 1965). La mayoria de la grasa parda aparece
durante la Gltima semana de gestacion (Dawkins y Hull 1964). Una semana después del
nacimiento, el TAP es remplazado gradualmente por tejido adiposo blanco en un periodo de
tres meses aproximadamente (Dawkins y Hull 1964). Hull y Segal (1965) encontraron que
tanto el TAP, como su contenido de grasa, disminuyen significativamente durante los primeros
3 dias de vida PN.

Las crias altriciales de conejo europeo al experimentar temperaturas por debajo de su
zona termoneutral activan el TAP (Dawkins y Hull 1964) para compensar la pérdida de calor

corporal. Las crias periféricas del agrupamiento en el nido son las que experimentan las
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temperaturas mas bajas durante el agrupamiento y, por lo tanto, activan en mayor medida el

metabolismo del TAP con una mayor expresion de la proteina UCP-1 (Bautista y cols. 2013).

2.3.1 Inervacion y vascularizacion del TAP

En el conejo europeo se ha descrito que los nervios simpaticos estan distribuidos en el
TAP cervical a lo largo de las arterias y algunas ramas del ganglio estrellado que van junto a la
arteria subclaviana. Las ramas de la arteria car6tida comin suministran el extremo cefalico del
I6bulo anterior, el 16bulo superior entero, el extremo cefalico del 16bulo posterior y el apice
del I6bulo anterior lateral. La masa del I6bulo lateral ademés es irrigada por la arteria
subclaviana. Las ramas de esta arteria pasan a través del l16bulo lateral al I6bulo posterior. El
extremo caudal del 16bulo posterior es irrigado por una rama de la arteria axilar. EI TAP axilar
es vascularizado por esta rama después de salir del vaso principal. El extremo cefalico de la

almohadilla es suministrado por una rama de la arteria axilar (Hull y Segal 1965a). (Fig. 2).

Figura 2. Morfologia (a) e irrigacion sanguinea (b) del TAP interescapular y cervical del
conejo recién nacido. 1.- I6bulo cervical anterior; 2.- 16bulo cervical superior; 3.- 1ébulo
cervical lateral; 4.- 16bulo cervical posterior; 5.- almohadilla interescapular (Tomada de Hull y
Segal 1965a).
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El TAPi (tejido adiposo pardo interescapular) en su porcion superior esta inervado por
los nervios espinales toracicos (Hull y Segal 1965b). Hull y Segal denervaron los I6bulos del
TAPI vy, después de 48 horas de ayuno en animales mantenidos a una temperatura de 30 °C,
observaron retencién de grasa en la almohadilla denervada, lo que demostrd que el vaciado de

grasa del TAP cervical esta bajo control de la inervacion simpatica (Fig. 3).

Figura 3. Vista histologica del tejido adiposo pardo cervical, I6bulo inervado (imagen
superior) y lébulo denervado (imagen inferior) en conejos recién nacidos a las 48 h de ayuno
mantenidos a temperatura ambiental de 30 °C. (Bartness y cols. 2010).

2.3.2 Fisiologia del TAP

La termogénesis del TAP es desencadenada por la liberacion de noradrenalina (NA) desde sus
terminales nerviosas simpaticas, estimulando los receptores P3-adrenérgicos que activan una

cascada de eventos intracelulares concluyendo en la activacion de la proteina UCP-1.
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Bautista y col. (2013) demostraron que crias centrales de 3 dias posnatales presentaban
una menor expresion de la proteina UCP-1 en contraste con los individuos periféricos que
mostraron una mayor cantidad de UCP-1. Los hallazgos en crias periféricas estuvieron
asociados a una menor masa corporal y una menor temperatura corporal durante los 3 dias de
exposicion a temperaturas por debajo de su zona termoneutral. Garcia-Torres y col. (2015)
demostraron que las crias no nacen con estas diferencias si no que las adquieren en el periodo
temprano de vida encontrando diferencias entre crias C y P respecto al nimero de vacuolas y
niveles de triglicéridos los cuales estan directamente relacionados con la actividad del TAP.

Recordando los dos hallazgos en que las crias centrales presentan una menor expresion
de la proteina UCP-1 y un mayor numero de vacuolas de triglicéridos nos llevan al

planteamiento de la siguiente hipotesis.

3. HIPOTESIS

La distribucion de la proteina desacopladora UCP-1 es diferencial en crias centrales y

periféricas, asi como entre distintas secciones del TAPI.

4. OBJETIVO

Caracterizar la distribucion de la proteina desacopladora UCP-1 en crias centrales y

periféricas, asi como en diferentes secciones del TAPI.

5. METODOLOGIA

5.1 Animales
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Se utilizaron seis camadas experimentales de conejo europeo de la raza Chinchilla
(Oryctulagus cuniculus) obtenidas de cuatro diferentes conejas adultas, 4 nuliparas y 2
multiparas (se usaron dos veces a dos hembras). Las conejas se mantuvieron en jaulas de acero
inoxidable de 90 x 60 x 40 cm, bajo un ciclo luz-oscuridad 16:8h, correspondiente a las
condiciones de la estacion reproductiva para esta especie en Europa. La temperatura ambiental
oscilé entre los 17 y 24 °C. Se les proporcioné diariamente agua potable ofrecida ad libitum y
alimento (Cre-C®), en sus respectivas jaulas. Todos los animales fueron mantenidos en el
Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta de la Universidad Autonoma de Tlaxcala,

Meéxico.
5.2 Procedimiento

Un par de horas después del parto la caja de crianza que contenia a las crias se retird de
la jaula de la madre y se registro el peso corporal de cada cria con una balanza (Scout Pro
SP2001). Se marcé a cada cria con un marcador permanente negro (Faber-Castell®) en la parte
ventral y se le asignd un namero al azar (del uno en adelante dependiendo del ndmero de
individuos por camada) para su posterior identificacion. Después, la caja de crianza con las
crias se regreso a la jaula de la madre para que la primera alimentacién de la camada ocurriera
sin perturbacion humana.

Al siguiente dia, considerado como dia posnatal 1 (DP1), a las 8:30 h la caja de crianza
se retir6 de la jaula individual de la madre y fue llevada al laboratorio. Alli se retird la paja 'y
pelo que formaban parte del nido y este material fue guardado y rotulado en una bolsa para su
posterior regreso a la caja de crianza. Se verificd que las crias hubieran sido alimentadas por la
noche y se registro el peso corporal de cada cria. A partir del peso al DP1 cada camada se
estandariz6 a 8 crias. Una vez estandarizada la camada, cada cria se remarco (con el nimero
que se le asignd al nacimiento) con un corrector blanco liquido no téxico (Pelikan®, Aqua
fluid base agua) en la parte ventral, en el dorso, la cabeza y costados para facilitar su
visualizacion.

A las 9:00 h las crias fueron introducidas a un cuarto frio con una temperatura

ambiental de 25 °C. Esta temperatura se encuentra por debajo de la zona termoneutral del
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conejo doméstico (Bautista y cols. 2005; Rodel y cols. 2008; Bautista y cols. 2013), lo cual
indujo el agrupamiento sin comprometer la sobrevivencia de las crias. En la base de la caja de
crianza se colocé una franela roja y sobre ella un aro de malla metalica de 28 cm de diametro
para contener a las crias en el centro evitando asi el aislamiento térmico con las paredes de la
caja de crianza. Cada cria se colocé dentro de la caja y se iniciaron las grabaciones a partir de
las cuales se determin0 a la cria central (C) y periférica (P) de cada camada.

Las grabaciones se realizaron a las 9:00, 11:00, 13:00, 15:00, 17:00 y 23:00 h. Cada
videograbacion tuvo una duracion de 15 minutos. Inmediatamente después de cada video hasta
las 17 h se tomd la temperatura de las crias en el cuello y la ingle (lo cual representa la
temperatura mas alta y mas baja del cuerpo del animal) con un termometro digital
(thermocouple Fluke® 52 11). Para esto se consideré el esquema aleatorio descrito previamente
por Bautista y cols. (2008). En el DP1 se obtuvieron seis grabaciones y cinco registros de
temperatura corporal. La temperatura del cuarto frio disminuyé un grado centigrado cada dia
para continuar induciendo el agrupamiento, este cambio se realiz6 manualmente a las 19:30 h
de cada DP correspondiente.

En el dia posnatal 2 (DP2) y dia posnatal 3 (DP3) el registro de videos se realizd en los
siguientes horarios: 1:00, 3:00, 5:00, 7:00, 9:00, 11:00, 13:00, 15:00, 17:00 y 23:00 h vy el
registro de temperatura corporal se realizd inmediatamente después de la captura del video de
las 9:00 a las 17:00 h. En el DP2 se obtuvieron 10 filmaciones y cinco registros de temperatura
corporal. Posterior al registro de temperatura corporal de las 11:00 h a cada cria se le indujo la
miccion, se pesaron y fueron reintroducidas a la caja de crianza, después se llevo a la madre al
cuarto frio y se coloco frente a la caja de crianza para que la coneja alimentara a la camada. Al
término de éste, la coneja se regreso a su caja individual correspondiente. Las crias se pesaron
nuevamente y se colocaron en la caja de crianza con el aro metalico para continuar con el
protocolo correspondiente.

El dia posnatal 4 (DP4) se continué con el protocolo del dia DP3 hasta el dltimo video y
registro de la temperatura corporal de las 17:00 h. En este dia se determind el nimero de
hermanos que tuvo en contacto cada cria (a partir de los videos grabados) para seleccionar a la

criaCyP.
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5.2.1 Nimero de hermanos en contacto

Para determinar a la cria C y P de cada camada se examinaron cuatro cuadros de cada
video registrado en el momento cero (iniciada la filmacion), a los cinco, 10 y 15 min de
grabacion (al final de la grabacion). En cada uno de los cuadros se contd el numero de
hermanos que estuvieron en contacto con alguna parte del cuerpo de cada cria focal
(exceptuando orejas, patas y cola) y representando mas de un 10% de la periferia del cuerpo
del individuo (Bautista y cols. 2008, 2010; Rddel y cols. 2008 y Bautista y cols. 2013).
Finalmente, a partir de estas observaciones del DP1 al DP4 se consideré el promedio del total

de hermanos en todos los videos analizados identificando asi a la cria C y P.

5.3 Técnica histoldgica

Después de la determinacion de la cria C y P, éstas fueron separadas de la camada para su
sacrificio por decapitacion. Posterior a ello se procedié a la extraccion del tejido adiposo pardo
interescapular (TAPI) izquierdo. Esto se realizd mediante un corte en la piel a lo largo del
dorso hasta descubrir los 16bulos de TAPi. EI TAPi fue fijado por inmersion en una solucion
de Bouin-Duboscq durante 15 h. Transcurrido ese tiempo el tejido se colocé en alcohol etilico
de concentraciones ascendentes (70, 80, 96 y 100%). Enseguida fue aclarado en una solucién
de etanol-xileno y xileno absoluto. El tejido se impregno6 durante 12 h e incluyd en paraplast
X-tra (Sigma-Aldrich).

Se realizaron cortes transversales de 7 um de grosor en un microtomo Leica y se
montaron en portaobjetos previamente tratados con solucion de poly-L-lysina. Los cortes se
realizaron a lo largo del tejido en tres secciones distintas: anterior, intermedia y posterior. De
cada seccién se montaron 10 portaobjetos de 8 cortes cada uno, se obtuvieron 80 cortes por

region, dando un total de 240 cortes por tejido (fig. 4).
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Figura 4. Esquema de la toma de los cortes histologicos del TAPi de crias C y P de conejo
domestico.

5.4 Técnica inmunohistoquimica

Para realizar la estandarizacion de la técnica inmunohistoquimica se realizaron
controles negativos para evitar la tincion de fondo inespecifica que consiste en evitar el
antisuero primario. La variedad de tipos de células presentes en la mayoria de los cortes de
tejidos ofrece sitios de control negativo internos, pero esto fue verificado previamente a la
estandarizacion de la técnica mediante ensayos. Los componentes que no se tifieron
demostraron la ausencia de tincion especifica. Si en caso contrario se hubiese producido una
tincion especifica en los sitios de control de tejido negativo, los resultados obtenidos con las
muestras no serian considerados como validos.

Realizados los cortes del TAPI, éstos se dejaron secar por una semana. Después, se

desparafinaron en xileno y alcohol etilico en concentraciones de 100, 96, 80 y 70%, se lavaron
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con agua destilada y se dejaron en una solucién de citrato de sodio por tres noches. Siempre se
utilizaron las tres secciones de cada tejido de las crias C y P de cada camada. Las pruebas
imnunohistoquimicas fueron de la siguiente manera:
Laminilla N° 1: para el marcaje de la proteina UCP1

Después de realizar el destape de antigenos con citrato de sodio, los tejidos se lavaron con
solucion salina amortiguada (PBS) al 1%. Posteriormente se inhibid la peroxidasa enddgena
con agua oxigenada (H,0,), se continud con 3 lavados de PBS al 1% durante 5 minutos cada
uno y se realiz6 un lavado con solucion salina amortiguada y triton (PBSt) al 0.2%. Se
blogue6 con suero de cabra al 5% por 30 minutos, se lavé en PBSt y se incub6 una noche con
el anticuerpo primario UCP1 (1:25) en refrigeracién a temperatura de 14 °C en una camara
humeda. Al dia siguiente los cortes se lavaron con solucién de PSBt, se incubd con el
anticuerpo secundario goat anti-mouse IgG-FITC (1:250) durante dos horas a temperatura
ambiente. Se realizaron dos lavados con PBSt y se realizd un lavado con PBS al 1%. Se
incubd con el Complejo Avidina Biotina (ABC) preparado en PBS al 1%. Posteriormente se
lavd con PSB al 1% vy se reveld con una solucion de diaminobenzidina tetrahidroclorhidrica
(DAB), al final se contrasto con hematoxilina de Harris durante 30 s y finalmente se montarén
con solucion de resina sintética y Xilol. Como control negativo se llevé a cabo el mismo

proceso, pero sin utilizar el anticuerpo primario.

5.5 Analisis de las imagenes

De los 8 cortes en cada una de las laminillas tefiidas, se selecciond al azar un corte y se
tomaron las fotografias necesarias al 10x para realizar las reconstrucciones y poder tener una
mejor definicion para poder observar los detalles de cada corte. Las imagenes de obtuvieron
en un microscopio optico de luz clara (Nikon D5.Ri2) con una resolucién de 10x, 40x y 100X,
las cuales fueron analizadas cualitativamente con el programa Image J 1.51. En total se
realizaron 36 reconstrucciones las cuales se obtuvieron de 970 imagenes tomadas al 10x, con
un promedio de 27 imagenes por reconstruccion. Las 36 reconstrucciones corresponden a las
seis camadas con las que trabajamos, de cada camada a la cria C y su hermana P y de cada una

de las crias las tres secciones analizadas (anterior, media y posterior). Para determinar la
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intensidad de marcaje se tom6 como referencia a las iméagenes con mayor marcaje a las cuales
se les asigno el valor de “3” indicando el mayor marcaje y de ahi para los marcajes de menor
intensidad se asignaba el valor de “2” o “1” dependiendo su intensidad de marcaje positivo a
la proteina UCP-1. Esto mismo se llevé a cabo para cada una de las secciones analizadas por

cada cria.

5.6 Analisis de los datos

Las variables comparadas fueron el nimero de hermanos, peso corporal al nacimiento y al dia
posnatal cuatro, temperatura corporal. Para las comparaciones entre crias centrales y
periféricas se utiliz6 una t-pareada o una prueba de Wilcoxon dependiendo de la naturaleza de
los datos o de si mostraban una distribucién normal de acuerdo con la prueba de Saphiro-
Wilks. En todos los analisis se consider6 un intervalo de confianza del 95% vy los resultados
son reportados como media (xDE) o mediana. Todas las pruebas estadisticas se realizaron con
el programa GraphPad 5.
6. RESULTADOS

Peso corporal al nacimiento
El peso corporal promedio de las crias centrales al nacimiento fue de 66.1 g (+ 5.30) y de crias

periféricas 51.3 g (x 9.39). Estas diferencias fueron significativas (t-pareada= 4.036, n=6, p=
0.01; Fig. 5).
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Figura 5. Comparacioén de la media (x DE) del peso corporal de crias centrales y periféricas al
nacimiento.

Peso corporal al DP 4

El peso corporal promedio de las crias centrales en el DP 4 fue de 83.25 g (+ 9.40) y crias

periféricas 61.25 g (£ 9.49). Esta diferencia fue estadisticamente significativa (t- pareada=
3.15, n=6, p=0.02; Fig. 6).
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Figura 6. Comparacion de la media (£ DE) del peso corporal de crias centrales y periféricas
enel DP 4.
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Temperatura corporal

La temperatura corporal promedio del DP 1 al DP 4 de las crias centrales fue de 36.57 °C
(20.28) y en las crias periféricas fue de 35.69 °C (+ 0.56). Esta diferencia fue estadisticamente

significativa (t-pareada= 3.58, n=6, p=0.01; Fig. 7).
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Figura 7. Comparacion de la media (x DE) de la temperatura corporal de crias centrales y
periféricas del DP 1 al DP 4.

NuUmero de hermanos en contacto
El promedio del nimero de hermanos en contacto para las crias centrales del DP 1 al DP 4 fue

de 2.8 (+ 0.2) y en las crias periféricas fue de 2.29 (+ 0.1). Esta diferencia fue estadisticamente
significativa (Wilcoxon, W= 21, n=6, p= 0.03; Fig. 8).
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Figura 8. Comparacién de la mediana del nimero de hermanos en contacto de crias centrales
y periféricas del DP 1 al DP 4.

Descripcion cualitativa

Marcaje de la proteina UCP1

Los cortes histologicos del TAP de las crias C en el DP 4 mostraron un menor marcaje de la

proteina UCP-1 en comparacidn con las crias P (t-pareada= 3.05, n=6, p= 0.02; Fig. 9).

35



= ] 2
1 1 ]

Intensidad de marcaje

& C
i )
1 1

< Q
Posicion en el nido

Figura 9. Comparacion de la intensidad de marcaje de la proteina UCP-1 del TAP de crias
centrales y periféricas al DP 4.

Los cortes histolégicos de la region anterior del TAP de las crias C y P en el DP 4 no
mostraron diferencias significativas en el marcaje de la proteina UCP-1 (t-pareada= 1.58, n=6,

p=0.17; Fig. 10).
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Figura 10. Comparacion de la intensidad de marcaje de la proteina UCP-1 de la region
anterior del TAP de crias centrales y periféricas al DP 4.

Los cortes histoldgicos de la regién media del TAP de las crias C en el DP 4 mostraron un
menor marcaje de la proteina UCP-1 en comparacion con las crias P (t-pareada= 2.71, n=6, p=
0.04; Fig. 11).
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Figura 11. Comparacion de la intensidad de marcaje de la proteina UCP-1 de la region media
del TAP de crias centrales y periféricas al DP 4.

Los cortes histologicos de la region posterior del TAP de las crias C y P en el DP 4 no
mostraron diferencia significativa en el marcaje de la proteina UCP-1 (t-pareada= t= 1.00,
n=6, p= 0.36; Fig. 12).
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Figura 12. Comparacion de la intensidad de marcaje de la proteina UCP-1 de la region
posterior del TAP de crias centrales y periféricas al DP 4.

Cualitativamente los cortes histoldgicos de las crias C en el DP 4 mostraron una menor
cantidad de la proteina UCP-1 en comparacion con las crias P. La seccion en donde se observo
la mayor heterogeneidad en su composicion fue la seccion intermedia de las crias periféricas
(Fig. 13).
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Cria/Seccion Seccion 1 Seccion 2 Seccion 3

Figura 13. Tres secciones de tejido adiposo pardo interescapular (TAPi) marcadas con UCP-
1. Cria central (C) y periférica (P) sacrificadas al DP 4. La imagen resaltada con rojo
representa la seccién media que corresponde a la zona méas heterogénea de los cortes.
Aumento 40x.

7. DISCUSION

El presente trabajo de tesis se enfocd en la descripcion histologica cualitativa y semi-
cuantitativa del marcaje de la proteina UCP-1 dividiendo el TAP en tres secciones: anterior,
media y posterior en relacion a las interacciones intracamada en la vida posnatal temprana en
camadas de crias de conejo europeo que durante sus primeros cuatro dias de vida ocuparon las
posiciones mas centrales o periféricas dentro del agrupamiento.

Particularmente, y como ha sido replicado para varios de los trabajos de nuestro
laboratorio, las crias que presentaron un peso mas bajo al nacimiento ocuparon posiciones mas
periféricas dentro del agrupamiento implicando menos ventajas térmicas en el agrupamiento
en contraste con sus hermanas de camada que desde el nacimiento presentaron mayores pesos

ocupando las posiciones mas centrales dentro del agrupamiento, ademas, las crias periféricas
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presentaron una menor temperatura corporal (Bautista y cols. 2013; Reyes-Meza y cols. 2011)
durante los primeros cuatro dias de vida en contraste con sus hermanas de camada con
posiciones centrales.

Histoldgicamente respecto a la cantidad de la proteina UCP1 encontramos que las crias
centrales presentaron una menor proporcion de la proteina UCP1 lo cual concuerda con
trabajos reportados anteriormente (Bautista y cols. 2013) donde las crias centrales de tres dias
de vida presentaron una menor cantidad de la proteina UCP1. Garcia-Torres (2015) indico que
era posible que las crias periféricas sean quienes presentan una activacion simpatica mayor
que las crias centrales, ya que la utilizacion de grasa para la termogénesis del tejido adiposo
pardo depende de la activacion del tejido por el sistema nervioso simpatico y de la liberacion
de noradrenalina (NE) por las terminales nerviosas (Cannon y Nedergaard 2004), lo cual es
una caracteristica que ocurre en animales criados en una temperatura ambiental fria, donde la
densidad de la inervacion simpatica del tejido adiposo pardo se ve incrementada debido a la
demanda para mantener una temperatura corporal adecuada y favorecer la supervivencia
(Morrison y cols. 2000)

Los resultados que obtuvimos en el presente trabajo de tesis apoyan los hallazgos
reportados en la literatura mostrando que en animales altriciales, como el conejo doméstico, en
los recién nacidos la posicion de las crias dentro del agrupamiento puede afectar la histologia
del tejido adiposo pardo modificando el marcaje diferencial de la proteina UCP-1 que se
presenta en el tejido adiposo pardo. Reportes anteriores muestran que los mecanismos
termorregulatorios son susceptibles durante la experiencia posnatal temprana (Garcia-Torres y
cols. 2015) con posibles efectos a largo plazo. Asi, los animales criados a una temperatura
baja, como fue el caso de las crias periféricas de este estudio, muestran una mejor defensa en
exposiciones subsecuentes al frio en contraste con aquellos animales criados a una temperatura
alta (Young y Shimano 1998) los cuales pueden responder de una manera no tan favorable
ante un reto ambiental o de supervivencia.

Falta por investigar el significado funcional de las diferencias encontradas en la cantidad de
UCP-1 a lo largo del tejido adiposo pardo entre las crias centrales y periféricas, Estas
diferencias en expresion de UCP-1 posiblemente reflejen a su vez una inervacion simpatica

diferencial a lo largo del TAPI, lo cual significaria que existiria un moldeamiento del sistema
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nervioso simpético a partir de la experiencia temprana de los individuos es probable que
también se pueda modificar el sistema nervioso central al nivel de los nucleos encargados de
la termorregulacion en mamiferos como lo son el area pre Optica y el nlcleo paraventricular,
ademas faltaria indagar en si las diferencias observables en las crias de cuatro dias de edad se
mantienen o tienen consecuencias a largo plazo en su termorregulacion fisioldgica pero

ademas en su respuesta a retos estresantes.

8. PERSPECTIVAS

Finalmente, se propone para futuros experimentos incrementar el nUmero de muestra, realizar
analisis cuantitativos de los cortes que representen diferencias en el marcaje diferencial de la
inervacion de PGP 9.5 que es conocido como ubiquitina—carboxi— terminal-hidrolasa 1
(UCHL-1). Es una proteina especifica de neuronas, en todos los niveles del sistema nervioso
central y periférico. Ademas, investigar si las diferencias que encontramos en los individuos
centrales y periféricos en etapas tempranas se mantienen o cambian cuando estos individuos
son adultos teniendo implicaciones en su fisiologia adaptandose o afectando negativamente la

supervivencia de los individuos.
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