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RESUMEN

Mantener una temperatura corporal adecuada es uno de los retos en mamiferos altriciales,
debido al estado de inmadurez en el que nacen. Un ejemplo es el conejo domestico. Las
crias de esta especie presenta un reto adicional, el limitado cuidado maternal. La madre
solo visita a sus crias una sola vez al dia por pocos minutos para alimentarlas y no les
provee cobijo. Por ello las crias necesitan de sus hermanos para mantener su temperatura
corporal ya que al agruparse entre ellas obtienen un mayor aislamiento disminuyendo la
pérdida de calor. Sin embargo, los beneficios térmicos del agrupamiento no son
compartidos equitativamente. Se ha reportado que las crias de compiten por los sitios
térmicamente ventajosos dentro del agrupamiento y estos estan asociados a diferencias
intracamada donde las crias centrales tienen temperatura corporal, conversion de leche a
biomasa y ganancia de paso mayor que las crias periféricas. En este trabajo nosotros
exploramos otras variables fisiologicas importantes. En este trabajo quisimos probar la
hipotesis de que las crias periféricas muestran una mayor activacion del tejido adiposo
pardo, medido por la expresion de la proteina desacopladora 1 (UCP-1), que aquellas crias
intermedias y centrales. Para evaluar esto nosotros trabajamos con nueve camadas en un
contexto de baja temperatura ambiental. Cada dia duarante los primeros dias postnatales de
las crias, filmamos regularmente desde arriba a las camadas e identificamos a las crias
centrales, intermedias y periféricas. En el dia 4 postnatal se sacrificaron y se les extrajo el
tejido adiposo pardo para posteriormente mediante inmunodeteccion en fase solida
(Western Blot) determinar la expresion de UCP-1 en cada una de las crias. Los resultados
muestran que las crias centrales mantienen temperaturas corporales mas altas, convierten
mejor la leche a biomasa y ganan peso mas eficientemente que las crias periféricas. Por el
contrario, las crias centrales mostraron una menor expresion de UCP-1 respecto de las
crias periferias que mostraron una expresion de UCP-1 significativamente mayor que las

crias centrales.
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1 INTRODUCCION



1 INTRODUCCION

El mantenimiento de la homeostasis térmica es uno de los retos que enfrentan
al nacimiento las crias de mamiferos altriciales. Un ejemplo de ello ocurre con las
crias del conejo doméstico las cuales, a pesar de nacer desnudas, con sus capacidades
vasomotoras limitadas y con un area de superficie expuesta a la pérdida del calor
relativamente superior al volumen de su biomasa, tienen que mantener su
temperatura corporal por si mismas desde el momento del nacimiento ya que no son
cobijadas por la madre. A diferencia de la mayoria de las madres de mamiferos
altriciales, la coneja no cobija a sus crias y su papel en el mantenimiento de la
temperatura corporal de su progenie se restringe a la construcciéon de un nido
aislante dentro de una madriguera de crianza. La coneja deja a sus crias una vez que
la dltima cria fue expulsada en el parto y solo regresara a alimentarlas una vez al dia,
por un breve periodo de 3 a 4 min (Hudson R. y Distel H. 1982, Gonzalez-Mariscal ef al.
1996). Las crias del conejo, por lo tanto, tienen que enfrentar el reto de mantener su
temperatura corporal practicamente sin la participacion de la madre. Para ello se
valen de la presencia de sus hermanos en el nido con los cudles, al agruparse, cada
una de las crias participantes reduce significativamente su area expuesta a la pérdida
de calor y obtienen beneficios en términos de crecimiento y mayores probabilidades

de supervivencia (Bautista et al 2003, Bautista et al. 2008, Rodel et al. 2008).

Sin embargo, los beneficios derivados de agruparse con los hermanos no son
distribuidos equitativamente entre las crias del conejo. En estudios previos de
nuestro laboratorio hemos reportado que, durante la critica primera semana de vida
postnatal, las crias mas pesadas al nacimiento, tienen mayores probabilidades de
ocupar los sitios térmicamente ventajosos dentro del agrupamiento, lo cual a su vez
esta relacionado con una mayor temperatura corporal, una mayor ingestion de leche,
una mayor eficiencia para convertir la leche a biomasa y mayores probabilidades de
supervivencia. Por otro lado, las cria mas ligeras tipicamente ocupan las posiciones
menos aisladas dentro del agrupamiento, trabajan mas para lograr aislamiento
dentro de él y en general tienen valores significativamente menores en todas las
variables mencionadas para sus hermanas pesadas (Bautista et al. 2008, Rodel et al.

2008). Estas diferencias intracamada en fisologia y conducta podrian a su vez estar



relacionadas con diferencias en el metabolismo del tejido adiposo pardo (TAP). Este
organo es fundamental para la termorregulacion fisiologica de muchos mamiferos
neonatos incluyendo al conejo. A esta edad el TAP es el tnico 6rgano termogénico con
el que cuentan los neonatos y produce cantidades relativamente grandes de calor
cuando las crias experimentan temperaturas ambientales debajo del limite inferior de
su zona termoneutral (Rial y Gonzales-Barroso 2007). En nuestro modelo se esperaria
que las crias periféricas, las mas ligeras de la camada, al estar mas expuestas al aire
frio por tener menos hermanos en contacto, mostraran mayor activacion del TAP que
sus hermanas centrales mejor aisladas. Este fue el objetivo de este proyecto.
Especificamente quisimos probar la hipotesis de que las crias periféricas muestran una
mayor activacion del TAP, medida por la cantidad de proteina desacopladora 1 (UCP-1),

en comparacion con las crias intermedias y centrales.
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2 ANTECEDENTES

2.1 El conejo como modelo de estudio

A pesar de que los hermanos forman una parte notable del ambiente en el que nacen,
crecen y se desarrollan las crias de muchos mamiferos (Hudson 2005, Hudson y Trillmich
2006), existen pocos trabajos cuantitativos sobre las relaciones entre hermanos en esta
taxon. Aun mas escasa o probablemente nula (Hudson y Trillmich 2006) es la

investigacion de los mecanismos fisioldgicos que subyacen a tales interacciones.

En los mamiferos es dificil estudiar las relaciones de competencia entre hermanos
en la vida temprana, ya que la mayoria de ellos son nocturnos, paren a sus crias en
madrigueras bien ocultas (Mock y Parker 1997), adicionalmente la madre muestra un
intenso cuidado de las crias. Sin embargo, la forma doméstica del conejo europeo silvestre
(Oryctolagus cunniculus), es un modelo adecuado para tal propdsito, particularmente por
su limitada conducta maternal. En el laboratorio, las conejas muestran una conducta
similar limitada de amamantamiento con la misma robustez que sus congéneres silvestres.
Esto nos ha permitido, por un lado, observar y manipular a los gazapos sin alterar el
sistema natural madre-cria en un grado practicamente imposible para otras especies de
mamiferos. Por otro lado, se puede separar la influencia de la madre de la influencia de los
hermanos sobre el desarrollo de los individuos (Hudson y Distel 1986, Hudson 1998,
Caldelas et al. 2005).

Tal limitado cuidado maternal enfrenta a las crias a diversos problemas,
particularmente por su estado de inmadurez al nacer. Los gazapos nacen con los parpados
y canales auditivos cerrados, con una pobre coordinacion motora y en gran medida son
ectotérmicos (Dawkins y Hull 1964, Hudson y Distel 1982). Aunque los gazapos al nacer
no estan totalmente desnudos, su pelo es muy fino y por lo tanto les provee un pobre
aislamiento térmico (Hull 1965, Bautista et al., 2003). Sin embargo, su peso aumenta
rapidamente en los primeros diez dias de vida, al mismo tiempo aumenta su aislamiento
térmico por crecimiento de pelo y su volumen de masa en relacion a su area de superficie

corporal es menor (Hull 1965).

Dado el poco tiempo que la madre esta en contacto con sus crias, junto con la

incapacidad de éstas para mantener su temperatura corporal frente a temperaturas



ambientales bajas en sus primeros dias de vida, es imperativo para su sobrevivencia tener
la capacidad de moverse hacia las zonas calidas del nido (Kleitman y Satinoff, 1981). Asi,
la mayor parte del tiempo en el nido las crias permanecen juntas y quietas bajo una
cubierta aislante provista por pasto seco y pelo de la madre (Hudson y Distel, 1982). Jeddi
(1971) encontr6 que en temperaturas ambientales célidas, (37°, 40° y 42°C) las crias
agrupadas tienden a dispersarse y estiran su cuerpo para facilitar la pérdida de calor,
mientras que al ser expuestas a temperaturas ambientales frias (30°, 25°, 20°C) buscan

agruparse.

Las crias del conejo, al nacimiento, tienen capacidades motoras superiores a las de
crias de rata, raton y hamster y pueden mostrar, ain pocos minutos después de nacidos,
sensibilidad a cambios en los ambientes térmicos (Hull y Hull 1982, Pacheco-Cobos et al.
2003). Es probable que usando esta capacidad para detectar las diferencias en la
temperatura, las crias mantengan su temperatura corporal al situarse en diferentes lugares
dentro del agrupamiento, incrementando asi su eficiencia termorregulatoria y sus
probabilidades de sobrevivencia (Bautista et al. 2003). Esta propuesta encuentra apoyo en
el hecho de que los gazapos criados en aislamiento a bajas temperaturas, muestran tasas
mas bajas de sobrevivencia y crecimiento que gazapos criados con un hermano; y pares de
hermanos muestran tasas de crecimiento mas bajas que varios hermanos criados juntos.
Tales efectos son particularmente evidentes durante la primera semana postnatal (Bautista
et al. 2003, Gilbert 2007). Al nacer dentro de una camada las crias del conejo se enfrentan
a diversos retos (Hudson et al. 2002) uno de los mas importantes es obtener una posicion
adecuada dentro del agrupamiento para mantener la temperatura corporal (Bautista et al.

2005b, Bautista et al. 2008).

2.2 Termorregulacion conductual en crias de conejo

Muchos mamiferos se agrupan para mantenerse calientes, de esta forma reducen la
superficie expuesta disminuyendo el estrés por frio como los requerimientos metabdlicos
para la produccion de calor (Schmidt-Nielsen 1997). Se ha observado que desde el
nacimiento las crias muestran una habilidad bien desarrollada para orientarse sobre
gradientes térmicos en donde rapidamente localizan su zona termoneutral (Jeddi 1971,

Satinoff et al. 1976, Pacheco—Cobos 2003). Es probable que usando esta capacidad para



detectar las diferencias en la temperatura, las crias mantengan su temperatura corporal al
situarse en diferentes lugares dentro del agrupamiento, incrementando asi su eficiencia
termorregulatoria y sus probabilidades de sobrevivencia (Bautista et al. 2003). Esta
propuesta encuentra apoyo en el hecho de que los gazapos criados en aislamiento a bajas
temperaturas, muestran tasas mas bajas de sobreviviencia y crecimiento que gazapos
criados con un hermano; y pares de hermanos muestran tasas de crecimiento mas bajas que
varios hermanos criados juntos. Tales efectos son particularmente evidentes durante la

primera semana postnatal (Bautista ez al. 2003, Gilbert 2007).

Las crias del conejo se desarrollan en un nido aislado dentro de la madriguera de
crianza, el cual las protege de las bajas temperaturas ambientales (Gonzalez-Mariscal y
Rosenblat 1996); asi, la mayor parte del tiempo las crias permanecen agrupadas bajo una
cubierta aislante provista por pasto seco y pelo de la madre (Hudson y Distel 1982). En
trabajos de nuestro laboratorio se ha reportado que existe competencia entre las crias por
sitios térmicamente ventajosos dentro del agrupamiento. En camadas expuestas a bajas
temperaturas ambientales se demostré que tener acceso y mantener una posicion critica en
el agrupamiento es un proceso competido de empujar, en el cual las crias mas grandes son
mas exitosas que sus hermanos pequeios. Esto se logra mediante diferentes
desplazamientos denominados “rooting” y “trepar”, el primero consiste en que la cria
empuja su cabeza hacia delante entre sus hermanas mientras vigorosamente se impulsa con
las cuatro patas, el segundo se refiere a la accion de colocar las patas delanteras sobre sus
hermanas al mismo tiempo que se impulsa con sus patas traseras para pasar por encima de
las crias. Esta ultima es una estrategia empleada con mayor frecuencia por las crias ligeras
de cada camada. También se encontr6 que durante los primeros dias de vida postnatal las
crias se pueden categorizar en periféricas, intermedias y centrales de acuerdo al grado de
aislamiento que lograron dentro del agrupamiento. Dichas categorias estan asociadas con
variables fisiologicas como la temperatura corporal, conversion de leche a biomasa y
crecimiento, siendo las crias centrales quienes obtienen los valores mas altos de tales
variables en comparacion a la crias periféricas (Bautista ef al. 2008; Rodel et al. 2009). Es
probable que las desventajas en el crecimiento de las crias periféricas, que enfrentan un
mayor reto termorregulatorio por estar mas expuestos a una pérdida de calor, sean
explicadas en parte en términos de un mayor gasto energético como resultado de la

termogénesis sin temblor del TAP.



2.3 Mecanismos fisiologicos de la termorregulacion en crias de conejo

En los conejos recién nacidos, la termorregulacion fisiologica se lleva acabo
principalmente en el tejido adiposo pardo (TAP) donde se produce calor (Figura 1) en
respuesta a la exposicion del frio (Hull y Segall 1965a). La termogénesis en la grasa parda
es activada por el sistema nervioso simpatico mediante la liberacion de noradrenalina, la
cual se une a receptores en las células del tejido adiposo pardo (Hull y Segall 1965b). La
liberacion de noradrenalina de las terminales celulares de los ganglios simpaticos inerva
receptores B3 adrenérgicos en los adipositos pardos, aumentando la actividad de la lipasa,
que determina el monto de 4cidos grasos libres disponibles en el citoplasma para la
oxidacion mitocondrial, el efecto de este incremento de acidos grasos libres en la
mitocondria ocasionara que aumente la transcripcion de proteina desacopladora-1
(Morrison 2004). La proteina desacopladora-1 o termogenina se encuentra en la membrana
mitocondrial interna y act@ia como un canal de protones para disipar el gradiente de
protones y en consecuencia liberar la energia en forma de calor. Este calor recién
producido se distribuye rapidamente a otras partes del cuerpo mediante la circulacion

sanguinea gracias a la gran vascularizacion de este tejido (Eckert ef al. 1997).

13/01//2009 < 12:37:02

Figura 1. A) Agrupamiento de crias de 4 dias de edad dentro de una caja-nido expuestas a 22 °C. B) Imagen
termografica de las mismas crias en donde se muestra el gradiente térmico dentro del agrupamiento (la
temperatura mas alta ,de color rojo, se localiza en el sitio en donde esta localizado el TAP, 34.1°C).



2.4 Tejido adiposo pardo (TAP)
2.4.1 Morfologia del TAP

El tejido adiposo pardo representa del tres al cinco por ciento del peso corporal del conejo
recién nacido y estd situado principalmente alrededor del cuello y entre las escapulas (Hull
y Segall 1965a). También hay pequefios depdsitos en las axilas, pecho y alrededor de los
rifiones. El TAP alrededor del cuello esta dividido en cuatro lobulos (anterior, superior,
lateral y posterior cervical) y el interescapular consta de dos almohadillas (Hull y Segall

1965a, Figura 2).

El peso del TAP en el conejo recién nacido varia de 50-60 g, representando un
5.5% de su peso corporal (Hull y Segall 1965a). La mayoria de la grasa parda aparece
durante la Gltima semana de gestacion (Dawkins y Hull 1964). Posteriormente, una semana
del nacimiento, el TAP es gradualmente remplazado por tejido adiposo blanco en un
periodo de tres meses aproximadamente (Dawkins y Hull 1964). Hull y Segal (1965a) han
reportado que el TAP disminuye significativamente durante los primeros 3 dias de vida, asi

como su contenido de grasa.

Figura 2. Principales zonas en que se localiza el tejido adiposo pardo en conejos neonatos: 1- l6bulo cervical
anterior; 2- lobulo cervical superior; 3- l6bulo cervical lateral; 4- 16bulo cervical posterior; 5- almohadilla
interescapular. (Modificado de Hull y Segal, 1965a).



2.4.2 Células adiposas pardas. Varios estudios han descrito que el tejido adiposo pardo
esta conformado de células denominadas adipocitos pardos (células multiculares). Los
adipocitos pardos contienen una gran cantidad de grasa en forma de vacuolas y un nucleo
excéntrico que no estd aplanado como en los adipocitos blancos. La coloracion parda se
debe a que los adipocitos pardos cuentan con abundantes mitocondrias. Una caracteristica
de dichas mitocondrias es que cuenta con un elevado contenido en proteina desacopladora
uno (UCP-1), fundamental en la termorregulacion en crias altriciales (Klingespor 2010,
Morrison 2004, Mozo et al. 2005, Ross et al. 2005, Rial et al. 2007), en comparacion con
los adipocitos blanco que son células que solo contienen una vacuola, un bajo niimero de

mitocondrias y no contienen UCP-1 (Figura 3).

Vacuolas de
triglicéridos

Nucleo

Mitocondrias

Figura 3. Células adiposas: A) adipocito pardo localizado en el tejido adiposo pardo, presenta varias
vacuolas de triglicéridos, asi como, un numero elevado de mitocondrias. B) Adiposito blanco localizado en el
tejido adiposo blanco, solo presenta una vacuola de triglicérido y un nimero bajo de mitocondrias.

2.4.3 Vascularizacion del tejido adiposo pardo

El suministro de sangre del tejido adiposo pardo (TAP) es a través de diferentes
ramificaciones arteriales. Las ramificaciones de la arteria car6tida comiin suministran el
extremo cefalico del lobulo anterior, el conjunto del 16bulo superior, el extremo cefalico
del 16bulo posterior y el apice del 16bulo lateral triangular. La masa del 16bulo lateral es
suministrada por una arteria grande que se presenta de la arteria subclavia. Las

ramificaciones de esta arteria también pasan a través del lobulo lateral al 16bulo posterior
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(Hull y Segal 1965a). El extremo caudal del l6bulo posterior es suministrado por una
ramificacion de la arteria axilar. El TAP axilar es suministrado por esta ramificacion
pronto después de que salga del buque principal. El extremo cefalico de la almohadilla
interescapular es suministrado por una ramificacion de la arteria cardtida comun la cual
pasa alrededor de la base del craneo y corre caudalmente para entrar por su superficie. El
extremo caudal de la almohadilla es suministrado por una ramificacion de la arteria axilar
que pasa alrededor de la pared de pecho y a través del borde més bajo del omdplato antes

de entrar en la almohadilla en su superficie. (Figura 4. Hull y Segal 1965a).

Figura 4. Irrigacion del TAP: A) Esquema que muestra la irrigacion del TAP, B) Fotografia de rayos-X de
un conejo recién nacido después de la inyeccion de la aorta tordcica con una solucion de contraste donde se
observa las arterias que inervan el TAP. (Modificado de Hull y Segal 1965a).

2.4.4 Inervacion del TAP

En crias de conejo recién nacido se ha reportado que los nervios simpaticos estdn
distribuidos en el TAP cervical a lo largo de las arterias y algunas ramificaciones del
ganglio radiado que van junto a la arteria subclaviana. Mientra que el tejido adiposo pardo
interescapular esta inervado en la parte superior por los nervios espinales toracicos (Hull y

Segal 1965b).
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La denervacion simpatica sobre el vaciado de grasa del TAP en el conejo recién nacido se
observaron que la escision del ganglio estrellado retarda el vaciado de grasa que
normalmente ocurre en el tejido cuando el animal es expuesto al frio. A temperatura
ambiente 35-37°C el andlisis del TAP cervical mostr6é un color entre amarillo y rojo. Las
secciones histologicas mostraron que las células estaban moderadamente repletas con
vacuolas de grasa. Cuando el nervio cervical fue cortado en un lado del tejido (lado
denervado), el l16bulo anterior, 16bulo superior, la mitad cefélica del 16bulo posterior y el
extremo cefalico del lobulo lateral presentaban un color amarillo. En el lado inervado el
TAP cervical presentd un color rojo-café y las células parecian parcial o completamente
vacias de grasa. Ademads, se removio el ganglio estrellado derecho y se observé que el TAP
cervical entero estaba amarillo y las células estaban repletas de grasa, mientras que el lado
inervado el TAP cervical era de color rojo-café y las células estaban parcial o
completamente vacias de grasa (Hull y Segal 1965b). Al denervar las almohadillas del
TAP interescapular se encontrd retencion de grasa en la almohadilla denervada. Cuando el
ganglio estrellado fue removido en un lado de la mitad cefilica de la almohadilla
interescapular, ésta se mostré6 mas amarilla que la del lado inervado y hubo retencioén de

grasa.

En algunos conejos la seccion del nervio simpatico cervical no tuvo efecto sobre el vaciado
de grasa del tejido interescapular. Estos resultados demuestran que el vaciado de grasa del
TAP cervical en el conejo recién nacido es retardado por denervacion simpdtica. Esto
concluye de que el sistema nervioso simpatico tiene un papel importante en la regulacion

de la termogénesis sin temblor en mamiferos recién nacidos (Hull y Segal 1965b).

2.5 Proteoma del TAP

La determinacion del proteoma mitocondrial es una tarea desafiadora, que es mas dificil
por el hecho de que las mitocondrias tienen proteomas versatiles adaptados
especificamente a los requisitos celulares y del tejido diversos. El término “proteoma”
podemos definirlo como el conjunto de proteinas presentes en una célula, tejido, 6rgano,
en un estado de diferenciacion y desarrollo y en condiciones ambientales determinadas
(Forner et al. 2009). En nuestro laboratorio, en una primera parte de nuestro estudio se

hizo un ensayo de electroforesis con gel de poliacrilamida SDS, donde se corrieron tres
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muestras de tejido adiposo pardo de crias (crias centrales, intermedias y periféricas esto es
segun el lugar que ocuparon dentro de la camada)de una misma camada. En dicho gel se
observaron aparentes diferencias en el proteoma de cada una de muestras, asociadas con su
posicion dentro de la camada (Figura 5).

€ 224k
<= 112k

<« %3k

e -
& I P MW

Figura 5. Proteoma del TAP de 50 pg de proteina total extraida de crias de 4 dias de edad. Cria central (C),
una intermedia (I), una periférica (P) y marcados de peso molecular (MW).

2.6 Proteina desacopladora UCP-1, una factor esencial en la termorregulacion
adaptativa.

Las proteinas desacopladotas mitocondriales (UCPs) pertenecen a la super familia de
transportadores de aniones localizados en la membrana mitocondrial interna. En esta stuper
familia también se incluyen otros transportadores como la adenina nucledtido translocasa
(ANT), el transportador de fosfato inorganico, el de citrato y el de 2-oxoglutarato/malato.
El tejido adiposo pardo es un 6rgano termogénico y la proteina desacopladora 1 (UCP-1) la
clave de su gran capacidad para producir calor. La proteina responsable de la actividad
desacoplante fue identificada en 1976 por Ricquier y Kader. Su peso molecular varia entre
32 y 33 kDa entre las diferentes especies (Freeman et al. 1985). Se describi6 que la UCP-1
se marcaba con [32P]-azido-ATP desde la cara citosolica y cuya union podia desplazarse

con el guanosin difosfato (GDP) pero era insensible a atractilato (Heaton ef al. 1978). En
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1976 Ricquier y colaboradores habian descrito que una banda proteica de 32 kDa
aumentaba de modo muy notable en mitocondrias de tejido adiposo pardo de ratas que
habian sido expuestas al frio (Ricquier y Kader 1976). Durante dos décadas se consider6 a
la UCP-1 como una proteina singular solo presente en un tejido altamente especializado
(en el TAP) que es exclusivo de mamiferos. En 2000, Ricquier y su grupo identificaron
una proteina que mostraba un 59% de identidad con la UCP-1 y que se denomino UCP-2
(Seldin et al. 1997). En contraste con la UCP-1, la UCP-2 muestra un patrén de expresion
que la hace practicamente ubicua (tejido adiposo blanco y cerebro, musculo, macrofagos,
células B-pancredticas, estdbmago, intestino). Con pocos meses de diferencia se describid
una nueva proteina homologa, la UCP-3, que presentaba un 54-57% de identidad con
UCP-1 y 73% con la UCP-2 (Boss et al. 1997). Esta proteina se expresa casi
exclusivamente en musculo esquelético. Otras dos proteinas, UCP-4 y BMCPI, fueron

descritas poco después aunque evolutivamente se encuentran mucho mas distantes.

La proteina desacopladora 1 (UCP-1) o termogenina se expresa exclusivamente en tejido
adiposo pardo donde juega un papel esencial en la termogénesis sin temblor (Ribeiro et al.
2001, Cannon y Nedergaard 2004, Mozo et al. 2005, Ross et al. 2005, Zaninovich 2005,
Berg et al. 2006, Rial y Gonzéles-Barroso 2007 ). La UCP-1 desacopla la respiracion de la
fosforilacion oxidativa disipando el gradiente de protones generado por el transporte de
electrones a través de la cadena respiratoria, esta conlleva una aceleracion del flujo
electronico con la consiguiente generacion de calor (Nicholls y Locke 1984, Argyropoulos
y Harper 2002, Mozo et al. 2005, Ross et al. 2005, Rial y Gonzales-Barroso 2007). Esta
actividad estd regulada por la presencia de 4cidos grasos, ya que en estudios in vivo, el
ATP citosolico se une a la UCP-1 desde la la cara matricial de la proteina y su funcién
fisiologica es, por tanto, mantener la proteina inhibida en condiciones no termogénicas
(Nicholls y Rial 1999, Klingenberg et al. 2001). Existen dos modelos que tratan de
explicar el mecanismo mediante el cudl los dcidos grasos activan el desacoplamiento
mediado por UCP-1. En primer lugar, un modelo considera que los acidos grasos actian
como grupos prostéticos de la proteina. El canal proteico permitiria el paso de H+ gracias a
la presencia de aminodcidos tamponadores que aceptarian y donarian los H+
secuencialmente, conduciéndolos a través de la membrana. Los acidos grasos actuarian
como donadores de protones a dichos aminodcidos tamponadores (Klingenberg y Huang

1999). En el segundo modelo lugar, la UCP-1 transportaria a los propios acidos grasos al
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exterior de la matriz. Los acidos grasos pueden difundir a través de la membrana en su
forma protonada mediante un proceso de flip-flop. Una vez en la matriz, y dado el elevado
pH intramitocondrial, el H+ es liberado, disipando el gradiente electroquimico. La forma
anionica del 4cido graso no puede atravesar la membrana libremente, pero lo hace a través
de UCP-1. Una vez fuera de la matriz, podria unirse de nuevo a un proton volviendo a
iniciar el ciclo (Garlid ef al. 1998). Existen datos a favor y en contra de ambos modelos,
por lo que el mecanismo exacto de transporte a través de UCP-1, es todavia hoy motivo de
debate (Echtay ef al. 2000, Klingenberg y Huang 1999, Rial et al. 2004, Skulachev 1991).
En numerosos modelos se ha observado la capacidad de UCP-1 de translocar acidos grasos
a través de la membrana (Garlid et al. 1998, Jezek y Garlid 1990). UCP-1 podria también
tener un comportamiento dual segin la concentracion de H+, teniendo una actividad de
transporte protonico basal, y comportandose como transportador de &cidos grasos,
unicamente cuando éstos se encuentren en elevadas concentraciones (Ricquier y Bouillaud

2000).

2.7 Mecanismo fisiolégico de la termorregulacion en el tejido adiposo pardo

La regulacion fisiologica de la termogénesis en el tejido adiposo pardo estd bien
establecida a nivel celular (Fig. 6). El nucleo ventromedial del hipotalamo envia la sefial de
inicio de la termogénesis a través del sistema nervioso simpatico (Klingespor 2010,
Cannon y Nedergaard 2004, Rial et al. 2007). La noradrenalina, liberada por las numerosas
fibras simpaticas que inervan el tejido adiposo pardo, se une a los receptores adrenérgicos
Bs de los adipocitos activando la adenilato ciclasa y causando un aumento de los niveles
citoplasmicos de cAMP (Klingespor 2003, Cannon y Nedergaard 2004, Mozo et al. 2005,
Rial et al. 2007). Este aumento de cAMP desencadena una cascada lipolitica al activarse
una lipasa sensible a hormonas que moviliza las reservas de triglicéridos y pos otro lado el
aumento la transcripcion de los genes UCP-1 es estimulada en 15 minutos con la
exposicion al frio o con la administracion de noradrenalina (Bouillaud et al. 1984, Ricquier
et al. 1984, 1986, Silva 1995). Los 4acidos grasos liberados van a jugar un doble papel. Por
un lado van a ser el sustrato que sera oxidado en las mitocondrias y la energia disponible
tras estos procesos de oOxido-reduccion es utilizada para bombear protones fuera de la

matriz generandose, formando, un gradiente de potencial electroquimico de protones (
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Klingespor 2010, Cannon y Nedergaard 2004, Mozo et al. 2005, Rial et al. 2007). Por otra
parte los acidos grasos actuan sobre la UCP-1 activando el transporte de protones que
permite que los protones vuelvan a la matriz sin que haya sintesis de ATP ( Klingespor
2010, Morrison 2004, Mozo et al. 2005, Rial et al. 2007). Se acelera la respiracion y por
tanto, se disipa la energia del gradiente de protones en forma de calor. (Nicholl y Locke
1984 y Rial y Gonzales-Barroso 2001, Klingespor 2010, Cannon y Nedergaard 2004,
Morrison 2004, Rial y Gonzales-Barroso 2007).
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Figura 6. Regulacion de la termogénesis en el tejido adiposo pardo. La noradrenalina (NA) liberada por las
terminales nerviosas simpaticas se une a un receptor 3-adrenérgico y desencadena una cascada lipolitica en
las que se movilizan las reservas de triglicéridos. Los acidos grasos liberados son oxidados en la mitocondria.
Los acidos grasos activan la UCP-1 aumentando su conductancia a los protones. Este desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa hace que se acelere la respiracion y que la energia del gradiente de protones se libere
en forma de calor (Modificado de Power [1989] y Himms-Hagen [1990]).
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2.8 Estudios relacionados a la activacion del TAP en crias de conejo

Se ha reportado que al ligar la arteria cardtida comun, el TAP cervical entero presenta un
color rojo-café y las células estdn parcial o completamente vacias de grasa (Hull y Segal
1965b). No se conocen las caracteristicas histologicas detalladas del TAP en crias del
conejo cuando se liga la arteria cardtida comln y las crias son expuestas a temperaturas
frias. Tampoco se ha descrito histologicamente el TAP cuando se corta la irrigacion de este

tejido sometiendo a las crias a temperaturas por debajo su zona termoneutral.

En otros estudios, se ha reportado en crias de conejos que fueron estimuladas con frio o la
infusion de noradrenalina (estimulos que generan la produccién de calor local en el TAP)
mostraron un incremento en el consumo de oxigeno y una produccion de calor local en el
TAP. Ademas, se observa un pequefio aumento en los 4cidos grasos libres y glicerol en
plasma (Dawkins y Hull 1964). Pero cuando el TAP interescapular y el cervical son
removidos, la respuesta al frio y a la infusién de noradrenalina disminuye drasticamente
(Hull y Segal 1965a). Por lo que concluyeron que el TAP en el conejo recién nacido es
necesario para incrementar el consumo de oxigeno que ocurre durante la exposicion al frio,

porque es el principal sitio de produccion de calor (Hull y Segal 1965b)

Sin embargo, no existen estudios que describan la actividad de la UCP1 en el TAP en crias
de conejo. En el presente estudio queremos determinar en crias del conejo doméstico si el
resultado de la competencia por sitios térmicamente ventajosos dentro del agrupamiento
(proceso que define las categorias de crias periféricas, intermedias y centrales) estd
asociado con posibles diferencias en la activacion en el TAP (medido a través de la
expresion de UCP-1). Es posible que las crias que ocupan las posiciones periféricas dentro
del agrupamiento experimenten temperaturas ambientales mas bajas que las crias centrales.
Lo cual, podria influir en diferencias el la actividad del TAP. Por ello, este trabajo
contribuiria con evidencia importante sobre el papel de los hermanos en moldear las

diferencias individuales en la activacion del TAP.
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3 HIPOTESIS
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3 HIPOTESIS

La posicion (central, intermedia y periférica) de las crias del conejo dentro del
agrupamiento en el nido esta asociada con diferencias en la actividad de su tejido adiposo
pardo (medido a través de la expresion de la UCP-1).
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4 OBJETIVOS
Objetivo General

Determinar si hay diferencias en la cantidad de proteina desacopladora-1 en el tejido
adiposo pardo de crias centrales, intermedias y periféricas y si estas diferencias estan
asociadas con la temperatura corporal, indice de conversion de leche a biomasa y peso

corporal.
Objetivo especifico

1. Determinar por camada crias centrales, intermedias y periféricas, asi como,
temperatura corporal, indice de conversion de leche a biomasa y peso corporal.
2. Cuantificar la cantidad de proteina desacopladora-1 en crias centrales, intermedias

y periféricas de conejos de conejo de cuatro dias de edad.
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5 METODOLOGIA

5.1 Animales

Se utilizaron nueve camadas ( se estandarizaron a § crias por camada) que se obtuvieron de
diferentes conejas adultas multiparas ( Oryctulagus cuniculus) de la raza chinchilla del
bioterio del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta de la Universidad Auténoma de
Tlaxcala. Las conejas fueron mantenidas en jaulas de acero inoxidable de 90 x 60 x 40 cm,
bajo un ciclo luz: oscuridad 16:8 correspondiente a las condiciones de la estacion
reproductiva para esta especie en Europa. Se les proporciond agua y alimento (Purina) ad
libitum. Para el apareamiento, las hembras fueron introducidas en una arena de malla
metalica de Im de didmetro con un macho semental de la misma raza. Tres dias antes del
parto se introdujo a la jaula de la madre una caja de madera de 40 x 35 x 15 con un corte
en forma de semicirculo en uno de los costados para facilitar la entrada y salida de la
coneja en el momento del amamantamiento, dicha caja se lleno de paja para permitir que la

coneja construyera su nido.
5.2 Procedimiento

Dia 0: Se refiere al dia del parto. Después del nacimiento se retira la caja nido de la jaula
de la madre y a cada cria se le asigna un niimero al azar que se escribe en su vientre con
marcador indeleble para su identificacion individual, se registra su peso con una balanza

analitica y se regresa a la jaula de su madre.

Dia 1: A las 9 am se retira la caja nido de la jaula de la madre. Se retira el pelo y paja y se
cubre el piso de la caja con una franela para facilitar la observacion conductual
(agrupamiento de las crias). Dentro de esta caja se introduce un aro de malla metélica de
28 cm de didametro para mantener a las crias en el centro y evitar que ganen aislamiento

colocandose contra las esquinas (Figura 7).

Antes de cualquier manipulacion de las crias se registra su temperatura con un
termometro de mercurio de lectura répida (Schultheis, Millar y Weber T-6000) siguiendo
un esquema aleatorio elaborado previamente (Bautista et a/, 2008), este registro se hace en
cuello e ingle debido a que estos puntos son un pardmetro adecuado para conocer la
temperatura corporal mas alta y baja del cuerpo de las crias (Blumberg y Sokoloff 2003,
2008).
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Figura 7. Caja nido experimental con piso forrado y el cilindro que contuvo a la camada.

Posteriormente, cada cria se pesé en una balanza analitica y se le pintd su nimero
sobre el vientre, espalda, cabeza con un corrector liquido blanco (Pelikan). La caja se
instal6 dentro de un cuarto frio de 3 x 3 x 4m donde la temperatura permanece constante a
25°. Esta temperatura (por debajo de su zona termoneutral) induce el agrupamiento sin
comprometer la sobrevivencia de las crias (Bautista et al. 2005, 2007, 2009, Rodel et al.
2008). Para evitar que las crias se estresen cada vez que el ventilador se enciende, la caja
permanece dentro de un cubo de acrilico transparente de 45 x 45 x 70cm (altura). En el
techo del cubo se encuentra, fija a un soporte, una cdmara de circuito cerrado (SMC
Networks) que envia las imagenes a una computadora ubicada fuera del cuarto frio (Figura

8).

Una vez que la camada estuvo dentro del cubo de acrilico se filmaron 5 sesiones de
15 minutos cada una, durante el dia a las 9:45, 11:45, 13:45, 15:45 y 17:45 hrs. y 5
sesiones por la noche a las 21:45, 23:45, 1:45, 3:45 y 5:45 hrs. Se registr6 la temperatura
corporal en el cuello e ingle de cada cria a las 10:00, 14:30, 16:30 y 18:00 hrs. La
temperatura del cuarto frio se modificé disminuyendo un grado cada dia para ajustarse al

crecimiento y desarrollo de las crias, este cambio se realiza diariamente a las 19:30 hrs.
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Figura 8. A) Cubo de acrilico transparente con una videocamara conectada a una computarora para el
registro de los videos y caja nido. B) Imagen de la camada tomada por la camara de video (SMC).

Dia 2 al 4: A las 10:00 se registrd la temperatura corporal de cada cria y se filmd con el
mismo horario del dia 1. A las 11:30 se indujo la miccidon presionando suavemente la
vejiga entre los dedos pulgar e indice, debido a que los gazapos normalmente orinan en el
momento de la succion. Esto permitié tener una medida exacta de la cantidad de leche que
ingieren, posteriormente se pesaron y se regresaron a la caja experimental. A las 12:00 se
retird el aro metélico sin perturbar a la camada y se coloco y a la madre al lado de la caja
para que ingresara e iniciara el amamantamiento. Cuando la coneja sali6 de la caja fue
llevada nuevamente al bioterio. Se introdujo el aro metalico y cada cria fue pesada

nuevamente (Figura 9).
5.3 Indice de conversién de leche a biomasa

La ingestion diaria de leche se calcula sustrayendo el peso de cada cria antes del
amamantamiento de su peso post-amamantamiento. La eficiencia de las crias para
convertir la leche a biomasa fue estimada usando un indice de eficiencia de conversion de
leche (IC) para la leche ingerida durante t dias: Ct = aumento en peso (pre-
amamantamiento) durante t + 1 dias/peso de la leche ingerida durante t dias (Drummond et

al. 2000, Bautista et al. 2003, 2008).
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5.4 Sacrificio y extraccion del TAP

Este procedimiento se realizo dentro de un cuarto frio a 22°C a las 16 horas del dia cuatro
de edad postnatal de las crias. Se tomo a una cria (de acuerdo a un orden aleatorio
establecido previamente) e inmediatamente fue decapitada con una guillotina. Se retir6 la
piel del cuello y entre las escapulas. Se extrajo el TAP que se encuentra debajo de las
escapulas y alredor del cuello. El TAP fue almacenado en dos tubos eppendorf los cuales
fueron congelados inmediatamente a -80°C aproximadamente en una solucion de acetona
con hilo seco. El tiempo aproximado requerido para este procedimiento (desde el sacrificio
hasta que se congela del BAT) fue de seis minutos. El TAP fue almacenado en un

congelador (REVCO) a -29°C para su uso posterior.

5.5 Numero de vecinos

Se establecieron las crias focales al determinar que cria ocupd mas tiempo en la posicion
central, periférica e intermedia. Se examinaron 4 cuadros de cada video, en el momento 0,
es decir al iniciar la filmacion, a los 5, 10 y 15 minutos de grabacion y fue estudiada cada
foto para determinar la posicion de cada cria. Esto fue logrado contando el nimero de
gazapos que estuvieron en contacto con alguna parte del cuerpo de cada cria (excepto
orejas, patas y cola). Este numero de vecinos fue una medida de la posicion relativa de
cada cria dentro del agrupamiento y se correlaciona con la ingestion de leche, crecimiento,
supervivencia, temperatura corporal y eficiencia para convertir leche a masa corporal

(Bautista et al. 2008, 2010, Rodel et al. 2008)
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5.6 Homogenizacion del TAP y preparacion de extractos ricos en mitocondrias

El TAP fue homogenizado manualmente con un homogenizador de tipo Potter-elvehjem.
Se homogenizaron de 2.5g a 3.5g de TAP en 1 ml de buffer de TES (Tris 200 mM pH 7.5,
EDTA 50 mM, 10% sucrosa, 1X PIC, 1 mM PMSF y 1 mM DTT) durante 3-5 minutos
hasta que la muestra estuviera completamente homogenizada. Posteriormente el
homogenizado se vertié en un tubo tipo eppendorf, el cual fue colocado en un agitador de
tipo Mini LabRoller Rotator (Labnet) durante 1 hora y después se centrifugo a 800 x g por
20 minutos. Luego se extrajo el sobrenadante y se centrifug6 a 10,000 x g por 15 minutos.
Con este procedimiento se obtuvo un precipitado enriquecido en mitocondrias que se

resuspendio en 70 pL de buffer de TES. Todo el procedimiento fue realizado a 4°C.

5.7 Determinacion de concentracion de proteina

La concentracion proteica fue determinada utilizando el método de Bradford. El método se
basa en la formacion de un complejo entre las proteinas y el colorante Azul Brillante G, lo
que provoca un cambio en la absorbancia del colorante (Bradford MM 1976). Se
prepararon cinco diluciones de un estandar de proteina utilizando albumina sérica bovina
(BSA), a una concentracion de 0-10 pg/uL y 1 dilucion de 2:8 para las muestras. Se ocupo
una placa de microtitulaciéon donde se coloco por pozo 20 puL. de volumen correspondientes
a las diluciones del estandar y a las muestras, mas 180 pL del reactivo de Bradford Reagen
(Sigma), todo por duplicado. Una vez agregado el reactivo de Bradford, se coloco la placa
en un shaker (Stat Fax-2200) alrededor de 30 segundos para mezclar el contenido de los
pozos. Inmediatamente después de la agitacion las muestras se dejaron incubar a
temperatura ambiente por 5 minutos. Transcurrido el tiempo de incubacion, se leyo la
absorbancia en un espectrofotometro (Stat Fax) a 630nm. Finalmente y utilizando un
software de computadora (GraphPad prism 4) se trazo la curva patrén de valores
obtenidos de la proteina estdndar BSA, donde después los datos obtenidos de las muestras
fueron sustituidos para calcular la concentracion de proteina total contenida en los

extractos del TAP.
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5.8 Electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS

Se prepararon geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) al 10% a partir de acrilamida:
bis-acrilamida 40% (Sigma-Alcrich). Para realizar la separacion de las muestras se
cargaron cantidades equivalentes de proteina total por cada carril del gel (70 pg). Antes de
aplicar cada muestra, se prepararon alicuotas con muestra y se afiadié una soluciéon tampon
de carga (Sample Buffer 4X ) a cada una de ellas. A continuaciéon se realiz6 una
incubacién de 5 minutos a 100°C en un termobloque para desnaturalizar las proteinas.
Finalmente, las muestras fueron cargadas en el gel y separadas mediante una corriente de
90v/gel, empleando para ello el sistema de electroforesis Mini-Protean Tetra Cell (Bio-

Rad).
5.9 Inmunodeteccion en fase sélida (Western blot)

Se inicio con una electroforesis en gel de SDS-PAGE. Tras la separacion de las proteinas
mediante SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa (Figura 10),
utilizando un sistema de electrotransferencia (TransBlot Cell, Bio-Rad). Al finalizar la
transferencia, la membrana fue incubada en solucion bloqueadora al 7% (leche en polvo
desnatada [Svelty] al 7% en TPBS [Phosphate buffered saline con Tween 20] 0.2%) para
evitar uniones inespecificas del anticuerpo a la superficie de la membrana. Inmediatamente
después de este bloqueo se continud incubando la membrana con el anticuerpo primario
(anti-UCP1 [M-17], Santa Cruz Biotechnology sc-6529) diluido 1:200 en solucion de
leche al 1% (leche en polvo desnatada [Svelty] al 1% en TPBS 0,2%) durante 16 h y a 4°C.
Al dia siguiente se procedio a eliminar y lavar el anticuerpo primario con TBST (Tris
Buffered Saline con Tween 20, pH 7.4) 0.2% la membrana fue incubada con el anticuerpo
secundario (mouse anti- goat IlgG-HRP, Santa Cruz Biotechnology sc- 2354) en solucion
de leche al 1% diluido adecuadamente (1:5000) durante 1 hora a temperatura ambiente.
Para la visualizacion de estos experimentos se realizo mediante el sistema ECL (Enhanced
Chemiluminiscent System, Amersham) mediante quimioluminiscencia. Se analizaron los
resultados por densitometria y fueron normalizados contra una proteina de 42 KDa
obtenida de la replica del gel de SDS-PAGE por cada experimento. Se utiliz6 del programa

informatico Imagej 1.42. para dicho analisis densitometrico.
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6 RESULTADOS

6.1 Posicion dentro de la camada

El nimero de hermanos difiere significativamente ( prueba de medidas repetidas de
Friedman, Fr=137.5, n=9, P <0.0001; Dunn’s multiple comparison test. C vs I P<0.001, C
vs P <0.001 y I vs P <0.001) entre las crias de acuerdo a la posicion que ocuparon durante
los dias postnatales 1 al 4 (Figura 10). Las crias centrales tuvieron un nimero hermanos
adyacentes mayor en comparacion con las crias intermedias y periféricas. Asi mismo las
crias intermedias tuvieron un nimero hermanos adyacentes mayor en comparacioén con las

crias periféricas (Figura 11).
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Figura 10. Distribuciéon de los datos de nimero de hermanos a lo largo de los 4 dias de prueba de nueve
camadas, crias centrales (puntos rojos), intermedia (puntos amarillos) y periféricas (putos azules). Cada
punto es el promedio de nueve valores (nueve crias) corresponden para las horas indicadas para cada punto.
El tamafio de la figura excede los margenes del documento.
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Figura 11. Numero de hermanos adyacentes (promedio + EE), del dia postnatal 1 y 4 entre las crias centrales
(C), intermedias (I) y periféricas (P). Las diferencias significativas entre las tres categorias de las crias
(Prueba de Friedman, Fr= 137.5, n=9, P <0.0001; Dunn’s multiple comparison test: C vs 1 P<0.001, C vs P
<0.001 y I vs P <0.001) son dadas con diferentes asteriscos.

6.2 Temperatura corporal

La temperatura corporal (medida sobre la piel) difiere significativamente entre las crias de
acuerdo a la posicion que ocuparon durante los dias postnatales 1 al 4 (Figura 14). Las
crias centrales tuvieron una temperatura corporal mas alta en comparacién con las crias
periféricas (prueba de medidas repetidas de Friedman, Fr= 18.0, n=9, P <0.0001; Dunn’s
multiple comparison test: C vs P p <0.001, C vs [ p>0.05, I vs P p>0.001) pero no con las
crias intermedias. Estas tuvieron una temperatura mayor comparado con las crias
periféricas. En promedio, la temperatura corporal de las crias centrales y periféricas difiere

1.61 °C y entre las crias intermedias y periféricas difiere 1.04 °C (Figura 13).
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6.2.1 Perdida de temperatura corporal por dia

La temperatura corporal perdida por las crias en el descenso de temperatura de 1 °C de un
dia para el otro durante los cuatro dias de prueba (Figura 14.1) difiere significativamente
(prueba de medidas repetidas de Friedman, Fr= 9.96, n=9, P= 0.0069; Dunn’s multiple
comparison test. C vs P p<0.05, I vs P p <0.05, C vs I p >0.05) de acuerdo a la posicion

dentro la camada durante los dias postnatales 1 al 4 (Figura.14.2).
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Figura 13 . Distribucion de la temperatura corporal a lo largo de los 4 dias. La grafica muestra la temperatura
de nueve camadas, crias centrales (puntos rojos), intermedia (puntos amarillos) y periféricas (putos azules) .

Cada punto representa el promedio de nueve valores (nueve crias) corresponden para las horas indicadas para
cada punto
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Figura 14. Temperatura corporal de 4 dias de edad postnatales. Las letras indican la posicion de las crias
dentro del agrupamiento C) central, I) intermedia y P) periférica. Cada punto representa el dato de una cria y
la barra al valor promedio de los 9 datos. Friedman, Fr= 18.0, n=9, P <0.0001; Dunn’s multiple comparison
test: C vs P p <0.001, C vs [ p>0.05, I vs P p>0.001.
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Figura 14.1. Distribucion de la perdida de temperatura corporal a lo largo de los 4 dias de prueba de nueve
camadas, crias centrales (puntos rojos), intermedia (puntos amarillos) y periféricas (putos azules) (£ EE).
Cada punto representa el promedio de nueve valores (nueve crias).
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Figura 14.2. Comparacion de la diferencia de la perdida de temperatura corporal (promedio + EE), del dia
postnatal 1 y 4 entre las crias centrales (C), intermedias (I) y periféricas (P). Las diferencias significativas
entre las tres categorias de las crias (Prueba de Friedman) son dadas con diferentes asteriscos. (Friedman,
Fr=9.94, n=9, P=0.0069; Dunn’s multiple comparison test. C vs P p <0.05, I vs P p <0.05, C vs I p >0.05).
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6.3 Peso al nacimiento

El peso promedio de las crias al nacimiento fue; las crias periféricas tuvieron 46.10 g (+
2.60 g) en las crias intermedias fue de 58.01 g (+ 1.89 g) y en las crias centrales 63.30 g (+
2.20). Encontramos claras diferencias al peso al nacimiento entre las crias pesadas,
intermedias y ligeras (prueba de medidas repetidas de Friedman, Fr= 14.89, n=9, P <

0.0001; Dunn’s multiple comparison test. C vs P <0.001, I vs P <0.05) figura 15.
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Figura 15. Encontramos claras diferencias en la peso al nacimiento entre las crias centrales (C), intermedias
(I) y periféricas (P) (Prueba de Friedman de medidas repetidas, Fr=14.89, n=9, P<0.0001; Dunn’s multlipe
comparison test: C vs P <0.001, I vs P <0.05).
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6.4 indice de conversion de leche a biomasa

El indice de conversion de leche a biomasa difiere significativamente entre las crias
centrales, intermedias y periféricas de las nueve camadas analizadas (Prueba de Friedman,
Fr=14, n=9, P=0.0002; Dunn’s multlipe comparison test. C vs I p >0.05, C vs P p <0.01, I
vs P p < 0.05). Las crias centrales mostraron un indice mayor comparado con sus
compafieras de camada periféricas. Las crias intermedias de igual manera mostraron un

indice mayor de conversion de leche a biomasa que las periféricas (Figura 16).
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Figura 16. indice de conversion de leche a biomasa de los 4 dias postnatales. Las letras indican la posicion
de las crias dentro del agrupamiento C) central, I) intermedia y P) periférica. Cada punto representa el dato
de una cria y la barra al valor promedio de lo 9 datos. Friedman, Fr=14, n=9, P=0.0002; Dunn’s multlipe
comparison test: Cvs I p>0.05,Cvs Pp <0.01,Ivs P p <0.05.
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6.5 Peso absoluto

Encontramos claras diferencias en el de peso entre el dia postnatal 1 y 4 entre las crias
centrales, intermedias y periféricas (Prueba de Friedman, Fr=16.22, n=9, P<0.0001;
Dunn’s multiple comparison test:. C vs P p <0.001, C vs I p > 0.05, I vs P p > 0.05). Las
crias centrales mostraron un incremento de peso absoluto mayor que las crias periféricas,
asi mismo, las crias intermedias presentaron mayor peso que las crias periféricas (Figura

17).
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Figura 17. Peso los 4 dias de edad de crias de conejo postnatales. Las letras indican la posicion de las crias
dentro del agrupamiento C) central, I) intermedia y P) periférica. Cada punto representa el dato de una cria y
la barra al valor promedio de lo 9 datos. Friedman, Fr=16.22, n=9, P<0.0001; Dunn’s multiple comparison
test: Cvs Pp <0.001,Cvs I p>0.05,Ivs Pp>0.05.
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6.6 Identificacion de la proteina desacopladota 1 (UCP-1) mediante inmunodeteccion

en fase solida (Western blot)

Un primer paso fue determinar el control para nuestros experimentos. El anticuerpo
especifico anti-UCP-1 que ocupamos esta disefiado contra tejido de ratdon, por lo que su
especificidad contra tejido de conejo fue evaluado. Se compararon tejido adiposo pardo
proveniente de ratas de 1 dia de edad y de conejos de 4 dias de edad. En la figura 18 se
muestra la expresion de la UCP-1 en ambos tejidos. En ambos casos se evidencia una
banda de 32KDa, este peso molecular concuerda con el peso descrito para UCP-1. El peso

molecular calculado de ambas es de 33.77 y 33.66 KDa, respectivamente.

197 KDa

110 KDa

72 KDa

45 KDa

UCP-1 (32KDa)
31 KDa

Figura 18. Inmunodeteccion en fase solida de UCP-1 en tejido adiposo pardo de rata y conejo (MW=
marcador de peso molecular, TAPR= tejido adiposo pardo de rata, TAPC= tejido adiposo pardo de conejo)

6.7 Expresion de UCP-1 en TAP

En la expresion de la proteina UCP-1 en el TAP en crias de conejo se encontraron
diferencias entre las crias centrales, intermedias y periféricas, donde la expresion de UCP-

1 difiere significativamente entre las crias centrales y periféricas. (Prueba de Friedman,
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Fr=14.22, n=9, P<0.0001; Dunn’s multiple comparison test: C vs. P <0.001). Las crias
periféricas tuvieron una mayor expresion de proteina UCP-1 que las crias centrales, sin

embargo no se encontraron diferencias entre crias periféricas y intermedias (Figura 19).
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Figura 19. En esta grafica se muestra los resultados obtenidos de la expresion de UCP-1 para las crias
centrales “C”, intermedias “I” y periféricas “P”. Donde se observa en la parte superior un Western blot asi
como el gel de poliacrilamida SDS usado para normalizar los valores obtenidos en la densitometria para el
Western blot. Los valores representan el promedio + E.E de 9 crias por categoria; Dunn’s multiple
comparison test: C vs. P <0.001.
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7 DISCUSION

Los hallazgos en este trabajo muestraron que en crias del conejo doméstico las crias
periféricas tuvienen una mayor concentracion de proteina desacopladora 1 (UCP-1). Tales
diferencias, en relacion a las crias centrales ¢ intermedias, en concentracion de UCP-1
probablemente son consecuencia de una mayor exposicion de las crias periféricas al frio y
por la posicidon que ocupo dentro del agrupamiento (centrales, intermedias y periféricas).
Por otra parte, se corrobor6 que las crias del conejo doméstico compiten por sitios
térmicamente ventajosos dentro del agrupamiento en el nido y que estos sitios confieren
ventajas en términos de crecimiento, donde las crias centrales son las mas exitosas al
competir por ellos. Las crias centrales, en comparacion con las intermedias y las
periféricas, tuvieron un mayor numero de hermanos en contacto, estuvo asociado con una
mayor temperatura corporal, a una mejor conversion de leche a biomasa y ganancia de
peso. Las centrales al ser mas eficientes para mantener un nlimero mayor de hermanos en
contacto, tuvieron una temperatura corporal en promedio mas alta durante los primeros
cuatro dias postnatales. Esto también explicaria su mejor eficiencia de conversion de leche
a biomasa, sitios térmicamente ventajosos les proveeria un ahorro a las crias en términos

de energia que entonces canalizarian a crecimiento (Bautista 2003).

Los resultados del presente trabajo apoyan la hipdtesis de que las crias de conejo
domestico muestran diferencias intracamada en su habilidad por competir por sitios
térmicamente ventajosos dentro del agrupamiento (crias centrales, intermedias y
periféricas) y que estas diferencias estan asociadas con la actividad metabolica del TAP en
términos de una mayor expresion del UCP-1 en crias que ocupan una posicion
térmicamente desfavorable dentro del agrupamiento. En estudios previos (Bautista 2003,
Bautista et al. 2008, Rodel et al. 2008) se ha reportado que en la mayoria de los parametros
analizados (temperatura, conversion de leche a biomasa, ganancia de peso y numero de
hermanos) mostraron diferencias significativas entre crias centrales y periféricas alrededor
del dia postnatal 5. En este estudio se analizaron los datos por dia y se observo que las
variables de nimero de hermanos y temperatura ya difieren significativamente en el dia

uno.
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El que las crias periféricas hayan logrado valores mas altos en la expresion de
UCP-1 en comparacion que las crias centrales, puede explicarse en funcién a la posicion
que ocuparon dentro del agrupamiento, donde las crias periféricas hayan experimentado
temperaturas ambientales mas bajas dentro del microclima del agrupamiento y por mas
tiempo que las crias centrales. Esto puede ser parcialmente cierto en condiciones naturales
en donde las temperatura ambiental puede ir muy por debajo de la temperatura minima
bajo la cual fueron estudiadas estas camadas. Como bien se sabe, a trabes de la exposicion
al frio y por sefiales aferentes, el hipotdlamo envia senales de inicio de la termogénesis a
través de sistema nervioso simpatico( Park y Himms-Hagen 1988, Kurosawa 1991, Young
et al. 1998, Morrison et al. 2000 Seebacher 2009). La noradrenalina que es liberada por
fibras simpaticas en los adipocitos pardos desencadena un aserie de mecanismo que dan
como resultado por un lado la produccion de calor y por otra parte la estimulacion de la
sintesis de UCP-1, mediante la activacién noradrenérgica a través de un complejo de
elementos de respuesta (T3, acidos grasos y acido retinoico) (Silva 1995, Ribeiro et al.
2001, Cannon y Nerdergaard 2004, Mozo et al. 2005, Rail y Goénzales-Barroso 2007,
Carroll et al. 2008, Klingenspor 2010). Consecuentemente, las crias periféricas por
permanecer mas tiempo en esta posicion y haber experimentado temperaturas ambientales
mas bajas, el mecanismo de produccion de calor es estimulado por mas tiempo. Por lo cual
las crias periféricas obtuvieron una mayor cantidad de UCP-1 que sus hermanas centrales,
lo que denota la importancia de los resultados obtenidos en este trabajo. Fue clara también
una correlacion entre la temperatura corporal y concentracion de UCP-1, ya que las crias
periféricas tuvieron en promedio los valores més bajos en su temperatura corporal. Asi en
las crias periféricas, una mayor exposicion al frio dio como probable resultado una mayor
estimulacion al mecanismo de libracion de calor a través del desacople de la fosforilacion
oxidativa en los adipocitos pardos a través de la UCP-1 ademas de estimular la sintesis de

la misma.

La UCP-1 es un buen modelo como indicador de la actividad del TAP en la
termorregulacion sin temblor en crias recién nacidas, ya que se a descrito que esta proteina
es exclusiva de TAP y su principal funcién es liberacion de calor ( Ross et al. 2005,

Zaninovivh 2005, Berg et al. 2006, Foner et al. 2009) a través del desacople de la
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fosforilacion oxidativa en los adipocitos pardos. E1 TAP muestra una variedad de cambios
fisiologicos y estructurales durante a la exposicion al frio, lo que contribuye al aumento de
su capacidad de generar calor (Formente 1984, Himms-Hagen 1986, En: Gordon 1993).
Estos cambios, ocurren a diversos grados, se consideran a niveles subcelulares, celulares, y
del TAP. Otra medicion fisioldégica que apoyaria el incremento en la concentracion de
UCP-1 en crias de conejo a la exposicion al frio seria la cuantificacion en la concentracion
de noradrenalina, también los niveles de lipoproteina lipasa en el TAP y concentraciones
de la acarreadora de GDP (guanosina difosfato) (Wickler et al. 1984, Milner y Trayhurn
1990).

Es muy probable que ademas de las diferencias observadas a nivel del metabolismo
del TAP entre las crias, ocurran también cambios a otros niveles fisioldgicos. Una posible
diferencia puede ser a nivel de sistema nervioso simpatico y su plasticidad para la
modulacion de la termogénesis sin temblor en estas crias. Es probable que la exposicion
por mas tiempo al frio de las crias periféricas estimule mas el desarrollo del sistema
nervioso simpatico que inerva al TAP y forme maés fibras nerviosas. Esto daria como
resultado una mejor respuesta en el mecanismo de liberacion de calor del TAP regulada
por la liberacion de noradrenalina a los adipocitos pardos. En comparacion con aquellas
crias centrales que estuvieron menos expuestas al frio, por lo que se pensaria que estas
crias tuvieran menos fibras nerviosas que inervan a los adipositos pardos como resultado
por permanecer en una posicion central dentro del agrupamiento. Se esperaria por lo tanto,
que como adultos, las crias que experimentaron mas tiempo en el frio (crias periféricas)
respondan de manera mas eficiente y de mayor tolerancia al frio en comparacion con las
crias que experimentaron posiciones centrales. En la literatura excite mucha evidencia que
apoya esta hipotesis. Se sabe por ejemplo que animales criados en temperaturas
ambientales bajas muestran una mejor capacidad termorregulatoria en subsecuentes
exposiciones al frio que aquellas criadas a temperaturas mas altas ( Young y Shimano
1998) y la inversa, animales criados en altas temperaturas son mads tolerantes a la
exposicion al calor que aquellos criados a temperaturas mas bajas ( Young y Shimano
1998). De igual manera se ha reportado en ratas criadas a bajas temperaturas aumenta la
capacidad total y funcional del TAP asi como la densidad de la inervacion simpatica del
tejido (Bertin et al. 1990 y Mourox et al. 1990). En animales aclimatados al frio se a

reportado que existen cambios en el funcionamiento y morfologia a varios niveles. Por
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ejemplo un crecimiento en la densidad de las terminales nerviosas noradrenérgicas en el
TAP (Himms-Hagen 1986), el incremento en la densidad mitocondrial y niveles de UCP-1
(Himms-Hagen 1986, Ricquier et al. 1991, Klingenspor 2010).

El presente trabajo describe por primera vez para las crias de conejo diferencias en
concentraciones de UCP-1 asociadas a las posiciones que ocuparon dentro del
agrupamiento (crias centrales que tuvieron mayor numero de hermanos en contacto, crias
intermedias que tuvieron un valor medio de hermano en contacto entre cria central-
periférica y cria periférica fue aquella que tubo el menor numero de hermanos en contacto)
en relacion a su mantenimiento de su temperatura corporal y crecimiento medido por su
peso. Esto denota la existencia de diferencias del fenotipo fisiologico entre los hermanos
de una camada influenciada por la interaccion entre los mismos bajo un contexto de baja

temperatura.
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8 CONCLUSIONES

Las crias centrales son las mds eficientes para competir y mantener por mas tiempo sitios
térmicamente ventajosos dentro del agrupamiento por lo que pueden defender mejor su

temperatura corporal y convertir mas eficientemente la leche a biomasa

La competencia por sitios térmicamente ventajosos esta asociada a diferencias metabdlicas
del tejido adiposo pardo en términos de una mayor expresion de UCP1 en crias que ocupan
una posicion térmicamente desfavorable dentro del agrupamiento durante los primeros dias

postales.
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9 PERSPECTIVAS

De esta investigacion surgen diversos aspectos de interés para futuras éareas de

investigacion:

1. Investigar también si estas diferencias estan asociadas con diferencias
neuroanatomicas tanto en TAP y los ntcleos del sistema nervioso central

involucrados con la regulacion de la temperatura corporal.

2. Investigar en que medida estas diferencias estan asociadas al metabolismo del TAP
en la vida temprana y a largo plazo en crias de conejo tanto en su fisiologia y

conducta.

3. Investigar el posible papel de factores genéticos formando experimentalmente
camadas artificiales en donde se invierta el tamaifio relativo de los individuos, de tal
manera que las crias centrales sean las mas periféricas y viceversa, y evaluar su

desarrollo (conductual y fisioldgico).

4. Explorar las diferencias anatdmicas y funcionales a nivel cerebral-hipotalamicas
entre crias centrales y periféricas asociadas con sus estrategias fisioldgicas en

relacion a la adaptacion ambiental.
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Anexo 1. Numero de hermanos adyacentes (promedio + EE), del dia postnatal 1 entre las crias centrales (C),
intermedias (I) y periféricas (P). Las diferencias significativas entre las tres categorias de las crias (Prueba de
Friedman, Fr=17.2, n=9, P =0.0002; Dunn’s multiple comparison test. C vs I P>0.05, C vs P <0.001 y I vs P
> (0.05) son dadas con diferentes asteriscos.
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Anexo 2 . Distribucion del nimero de hermanos y a la temperatura corporal a lo largo de los 4 dias. La
grafica muestra el numero hermanos de nueve camadas (puntos rojos), intermedia (puntos amarillos) y
periféricas (putos azules) y la temperatura de nueve camadas, crias centrales (triangulos rojos), intermedia
(triangulos amarillos) y periféricas (triangulos azules) . Cada punto representa el promedio de nueve valores
(nueve crias) corresponden para las horas indicadas para cada punto.

60

(Do) errEIp TRIOdI00 BAMERIddW],



61





