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1. INTRODUCCION

1.1 La exposicion al frio

El mantenimiento de la temperatura corporal de acuerdo con un punto de ajuste central es
crucial para varios procesos fisiologicos y esta regulado en gran medida al equilibrar la
produccion y disipacion de calor (Sentis et al., 2021). Por lo tanto, la vasodilatacion es una
respuesta importante para disipar el exceso de calor (por ejemplo, durante el ejercicio fisico),
y la vasoconstriccion a menudo ocurre para conservar el calor (por ejemplo, durante la
exposicion al frio). Al mismotiempo, los procesos de produccion de calor se regulan con la
induccion de escalofrios en ambientes frios. Sin embargo, otros medios pueden contribuir
significativamente a mantener la temperatura corporal (Sentis etal., 2021), como la
termogeénesis adaptativa que estd regulada por al menos dos efectores principales: las
catecolaminasy las hormonas tiroideas. Ambos sistemas tienen un impacto en la disipacion
de energia en forma de calor a través de acciones sobre el numero y la funcion de las
mitocondrias, especialmente en la grasa parda y el musculo esquelético. Se sabe que las
hormonas tiroideas (T3 y T4) actlan a través de sus receptores nucleares especificos,
mientras que las catecolaminas (adrenalinay noradrenalina) actian a través de los receptores
adrenérgicos, especificamente el receptor B-3 (Adrb3) en tejido adiposo (Puigserver et al.,
1998).

En los seres humanos el musculo esquelético es el principal tejido termogénico, capaz de
proporcionar calor rapidamente mediante escalofrios (contraccidn rapida y relajacion
muscular). Sinembargo, el tejido adiposo pardo especializado (BAT por sus siglas en inglés)
es el principal 6rgano termogénico, que proporciona una fuente mas duradera y sostenible
para convertir la energia almacenada en forma de triglicéridos en calor a través de la
termogénesis adaptativa en mamiferos. Se ha observado que la exposicién aguda al frio
aumenta los niveles de expresion de ARNm para mdltiples genes que participan en la

termogeénesis adaptativa, tanto a nivel hipotaldmico como periférico (Sentis et al., 2021).
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1.2 Activacion del eje hipotalamo-pituitario-tiroide (HPT) ante la exposicion al
frio

La produccién de calor se lleva a cabo principalmente en el BAT, el cual es el 6rgano
termogénico central en mamiferos pequefios, proporcionando una fuente mas duradera y
sostenible para convertir la energia almacenada en formade triglicéridosen calor a través de

la termogénesis adaptativa (Sentis et al., 2021).

Los animales homeotérmicos han desarrollado mecanismos termogénicos altamente
regulados que permiten mantener una temperatura corporal estable frente a héabitats
ambientales generalmente mas frios, incluidas las respuestas fisioldgicas y conductuales para
generar o conservar el calor. Esta forma de generacidn de calor en respuesta a la exposicion

al frio se conoce como termogénesis adaptativa (Puigserver et al., 1998).

Cuando hay una exposicién prolongada al frio y la velocidad de produccién de calor debe
aumentar, las hormonas tiroideas (HT) juegan un papel clave en la regulacion de la
temperatura corporal. Laexposicional frio estimulael eje HPT a nivel hipotalamico al activar
las neuronas hipofisiotropicas productoras de la hormona liberadora de tirotropina (TRH por
sus siglas en inglés) (Zhang et al., 2018), esta hormona se secreta desde la eminencia media
del hipotalamo a la hipdfisis anterior a través del sistema portal hipofisario, aqui la TRH se
une a su receptor de membrana en los tirétropos de la pars distalis de la hipofisis anterior y
estimulalasintesisy liberacion de tirotropina (TSH por sus siglas en inglés). Posterior a esto,
la TSH al unirse a su receptor en la glandula tiroidea la estimula para producir las hormonas
tiroideas: la tiroxina (T4) y la triyodotironina (T3) (fig. 1), liberando estas hormonas al
torrente sanguineo. La glandula tiroidea de mamiferos produce predominantemente el
precursor de la hormona T4, por lo que debe haber una activacién local de esta hormona en
los tejidos diana para la formacion de la hormona T3, la cual tiene una mayor actividad

bioldgica (Ikegami et al., 2019).
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Figura 1. Activacion del eje hipotalamo-pituitario-tiroide (HPT) por la exposicién al frio.

(Editado de Ikegami et al., 2019 con BioRender).

1.3 La exposicién al frio activa el sistema nervioso simpatico (SNS)

La exposicion al frio también activa al sistema nervioso simpatico (SNS), el cual envia una
sefial a través de la norepinefrina (NE por sus siglas en inglés) a los adipocitos marrones
ubicados en el BAT. La cascada de sefializacion de la norepinefrinaal unirse con el receptor
adrenérgico B3 (Adrb3 por sus siglas en inglés) esta mediado por una proteina G estimulatoria
(Gs por sus siglas en inglés) que activa a la adenilil ciclasa (AC) que a su vez produce
adenosin monofosfato ciclico (AMPc) que activaala proteina cinasa A (PKA). Este aumento
de AMPc por la NE también aumenta la actividad de la yodotironina desyodasa tipo Il
(D102), una enzimaque conduce a una conversion intracelular de la tiroxina (T4) a su forma
mas activa, la triyodotironina (T3) mediante la eliminacion de un yodo del anillo exterior
(Bianco et al., 2019).

La activacion de la PKA tiene una variedad de blancos rio abajo como p38 que es una MAP

cinasa que fosforila multiples factores de transcripcion como PGCla que induce la expresion
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de genes termogénicosy promueve la biogénesis mitocondrial, ademas de ser el coactivador
de PPARY que induce la expresion de la proteina de desacoplamiento 1 (UCP1 por sus siglas
en inglés). Otro de los objetivos rio debajo de la PKA es la lipasa sensible a hormonas (HSL
por sus siglasen inglés), que catalizala hidrdlisis de triglicéridos en donde los &cidos grasos
libres son los impulsores de la termogénesis, y el sustrato regulador de la actividad de UCP1
(Cannon & Nedergaard, 2004), que es activada por estos acidos grasos libres (Sentis et al.,
2021). UCP1 disipa el potencial electroquimico de protones a través de la membrana
mitocondrial interna conocida como la fuerza impulsora de la sintesis de ATP, provocando

el desacoplamiento de la fosforilacion oxidativa (Watanabe et al., 2008).

1.4 Las hormonas tiroideas inducen la expresion de la proteina de
desacoplamiento 1 (UCP1) resultando en la activacion de la termogénesis
adaptativa

Ademas de la activacion del SNS en respuesta al frio, la accion de las hormonas tiroideas en
el BAT es esencial para activar la termogénesis adaptativa. Las hormonas tiroideas que han
sido liberadas al torrente sanguineo con una concentracion mayor de T4 extracelular, se unen
a los transportadores de hormona tiroidea (THT por sus siglas en inglés), aumentando asi la
concentracion intracelular de T4, en donde es necesaria una conversion masivade T4 a T3
por la DIO2. Al tener una mayor concentracion de la hormona T3 se induce la expresion
génica de UCPL1 a traves de los elementos de respuesta de hormona tiroidea (TRE por siglas
en inglés) ubicados en el promotor del gen de UCP1 (Sentiset al., 2021). Ademas, para tener
una respuesta maxima es necesaria la saturacion de los receptores de hormonas tiroideas
(Sentis et al., 2021) (fig. 2).
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Figura 2. Activacion del tejido adiposo pardo (BAT) por la induccién aguda al frio.
(Editado de Sentis et al., 2021; Zhang et al., 2018).

1.5 El ciclo circadiano y la regulacion de las hormonas de tirotropina (TSH),
tiroxina (T4) y triyodotironina (T3)

Para facilitar laadaptacion a los cambios diarios en el entorno impuesto por la rotaciénde la
tierra, la mayoria de los organismos han desarrollado estructuras que tienen una funcién
similar alade un reloj. En mamiferos y humanos esta adaptacion haresultado en el desarrollo
del nucleo supraquiasmatico (SCN por sus siglas en inglés) (Kalsbeek et al., 2000a), una
estructura ubicada en el hipotalamo anterior por encima del quiasma optico. EI SCN se
considera el marcapasos maestro, recibe informacion luminica directa de la retina a través
del tracto retinohipotaldmico sobre el periodo de luz/oscuridad. Este nicleo controla los
relojes circadianos, que son mecanismos de cronometraje enddgeno altamente conservados.
Estos relojes representan oscilaciones autosostenidas con un periodo aproximado de 24 horas

denominado ritmo circadiano (Ikegami et al., 2019) (fig. 3). Los ritmos circadianos son
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generados por bucles de retroalimentacion de transcripcion-traducciény modulan multiples
procesos fisioldgicos, y de comportamiento como el ciclo de suefio/vigilia, y la liberacién de
hormonas a determinados tiempos del dia, por mencionar algunos. Este reloj circadiano
interno regula el eje HPT de los mamiferosy la funcidn tiroidea. La secrecion de TSH esta
controlada en parte por el mecanismo circadiano central en el SCN (Ikegami et al., 2019). Se
ha estudiado poco sobre el papel del reloj circadiano en la secrecion de las hormonas
tiroideas, pero se ha visto que existen fluctuaciones diarias en los niveles plasmaticos de
hormonas como TSH, T3, T4 e incluso de corticosterona; y si se lesionael SCN, se pierde la

ritmicidad de estas hormonas (Kalsbeek et al., 2005).

== |Retina I o
N soN - PWINUL hipotslamo
) o @

l Luz

Pars distalis

T
Glandula pituitaria

Glandula tiroidea —LM — Q0

Figura 3. Regulacion circadiana del eje hipotalamo-pituitario-tiroide (HPT) (Ikegami et al.,
2019). La luz entra a través de la retinay el nucleo supraquiasmatico (SCN) recibe estas
sefales, controlando los relojes circadianos (ritmos circadianos) para modular expresiones

de retroalimentacién transcripcion-traduccionde TRH, TSH y HT en determinados tiempos

16



TSH (ng/ml)

del dia. (PVN: nucleo paraventricular, TRH: hormona liberadora de tirotropina, TSH:

tirotropina, TH: hormonas tiroideas, T4: tiroxina, T3: triyodotironina).

1.6 Variacion de las concentraciones en suero de tirotropina (TSH), tiroxina
(T4), triyodotironina (T3) y corticosterona en el periodo de luz/oscuridad

La concentracion circulante de las hormonas TSH, T4 y T3 en ratas macho presenta
fluctuaciones durante el periodo de luz/oscuridad. Las ratas mostraron un pico maximo en
los niveles de T3, T4 y TSH durante la primeramitad del periodo de luz y niveles mas bajos
al principio del periodo de oscuridad. Sin embargo, hay un segundo periodo de picos
maximos de TSH durante la mitad del periodo de oscuridad, aunque estos picos maximos
son menores en comparacién al observado en el periodo de luz (Kalsbeek et al., 2000a) (fig.
4), lo que demuestra que los niveles séricos de TSH y T4 tienen picos maximos durante el
periodo de luz, mientras que T3 muestra picos ligeramente mas elevados durante el periodo
de oscuridad (Gutiérrez-Mariscal et al., 2012). Por otro lado, también se midieron los niveles
de corticosterona, mostrando fluctuaciones significativasdurante las 24 horas, observandose
niveles bajos al inicio del periodo de luzy 6 horas después del inicio del periodo de oscuridad,
demostrando un pico maximo 2 horas antes de iniciar el periodo de oscuridad (ZT10)
(Kalsbeek et al., 2005) (fig. 5).
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Figura 4. Fluctuaciones del nivel de tirotropina (TSH), triyodotironina (T3) y tiroxina (T4)
durante 24 horas en ratas macho Wistar. La cuantificacion de la concentracion sérica de las

hormonas se realiz6 por la toma de muestras de plasma cada 2 horas por 24 horas. Las
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hormonas tiroideas T3 y T4 se determinaron mediante radioinmunoensayoy TSH mediante
un inmunoensayo quimioluminiscente. El periodo de oscuridad se muestra con una linea

negra mas gruesa que el periodo de luz en la grafica (Editado de Kalsbeek et al., 2000).

250 p<0.001
200 F

150 F

Corticosterone (ng/ml)

24

Zeitgeber time (h)

Figura 5. Monitoreo de la concentracion de corticosterona cada 4 horas por 24 horas en el
plasma de ratas macho Wistar. La corticosterona plasmética fue determinada por
radioinmunoensayo. El periodo de oscuridad se muestracon una linea negra mas gruesa que
el periodo de luz en la gréafica (Kalsbeek et al., 2005).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Regulacion de la actividad del eje hipotalamo-pituitaria-tiroide ante la
exposicion al frio en el periodo de luz

La exposicion al frio representa un estimulo de estrés que activa tanto el eje hipotalamo-
pituitaria-adrenal comoel tiroideo. Uribe y colaboradores observaron que, al exponer a ratas
a 1,2y 6 horasal frio durante el periodo de luz, estas presentaban niveles maximos en suero
de T3 a las 2 horas. La concentracion de corticosterona mantuvo niveles maximosa 1y 6
horas después de la exposicion al frio, mientras que los niveles de ARNm de Trh aumentan
de manera transitoria en el nacleo paraventricular (NPV) del hipotalamo 1 hora después de
la exposicion al frio, regresando a niveles basales después de 2 horas de la exposicion aguda
al frio (Uribe et al., 1993) (fig. 6). Los animales expuestos al frio en su periodo de actividad
durante 6 horas, no mostraron cambio significativo con el grupo que se mantuvo a
temperaturaambiente (Uribe et al., 1993). Mientras que cuando, las ratas fueron expuestas a
5 °C por un periodo de 6 horas durante su periodo de reposo (periodo de luz), se observé un
aumento significativo en el nivel de ARNm de Trh con respecto al grupo control (Zoeller
etal., 1990). Es importante notar, que en la respuesta a la exposicion al frio hay una
coordinacionentre laliberacion de TRH de la eminencia media (EM) (45 min) y la biosintesis
de ARNm de Trh (60 min) en el nacleo paraventricular (Arancibiaetal., 1996; Uribe et al.,
1993). De igual manera en un estudio realizado por Sotelo-Riveray colaboradores se observé
que, durante la exposicion al frio de 1 hora, aumentan los niveles séricos de TSH vy de
corticosterona (Sotelo-Riveraetal., 2014) (fig. 7). Sin embargo, si el animal presenta niveles
elevados de corticosterona previo a ser expuesto al frio, inhibe la biosintesisde TRH y la
liberaciénde TSH e incluso de la misma corticosteronay en menor medida de la T4 (Sotelo-
Rivera et al., 2014).
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Figura 6. Niveles de triyodotironina (T3) y corticosteronaen suero, y niveles de ARNm de
Trh en el ndcleo paraventricular (PVN) despuésde 0.5, 1, 2y 6 horas de la exposicional frio.

Las concentraciones de corticosteronay T3 séricas se determinaron por radioinmunoensayo
(Editado de Uribe et al., 1993).
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Figura 7. Efecto de la aplicacion periférica de corticosterona previo a la exposicion al frio,
sobre la respuesta de corticosterona, tirotropina (TSH), tiroxina (T4) y triyodotironina (T3)

en suero después de una exposicion al frio de 1 hora. Las concentraciones de TSH y
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corticosterona sérica se determinaron mediante radioinmunoensayo; las hormonas T4 y T3
se determinaron mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas. Veh: inyecciénde
solucidnsalinaestéril, Cort: inyeccion de corticosterona con una dosis de 2.5 mg/kg. (Sotelo-
Rivera et al., 2014).

2.2 La exposicionaguda al frio aumenta los niveles de ARNm de la yodotironina
desyodasa tipo 2 (Dio2) y de la proteina de desacoplamiento 1 (Ucpl) en el
tejido adiposo pardo (BAT)

Como se menciond anteriormente, los mamiferos pequefios son capaces de regular su
temperatura corporal al generar calor a través de la termogénesis adaptativa, gracias a la
activacion de distintos efectores moleculares en el BAT. Por ejemplo, los niveles de ARNm
de Dio2 y la actividad enzimatica, asi como la expresion de Ucpl aumentan en el BAT
despues de una exposicion al frio de 1 hora en el periodo de luz (fig. 8 y 9) (Jaimes-Hoy
etal., 2021; Sotelo-Rivera et al., 2014). Sin embargo, niveles elevados de corticosterona
previos a la exposicion al frio, atentian significativamente el aumento en la actividad de la
DIO2 en BAT en respuesta a la exposicion al frio, como se describid para el caso de la
concentracion de TSH (Sotelo-Riveraet al., 2014). Adicionalmente, Jakus y colaboradores
mostraron que la expresion de la proteina UCP1 en el BAT de ratas aumenta gradualmente,

en funcion del tiempo, durante una semana de exposicion al frio (Jakus et al., 2002) (fig. 10).

Brown adipose tissue
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Figura 8. Influencia de la administracion periférica de corticosterona previaa la exposicion
al frio, sobre los niveles de ARNm de laproteinade desacoplamiento 1 (Ucp1l), yodotironina
desyodasa tipo Il (Dio2) y su actividad enzimaticaen BAT en respuesta a una exposicion
aguda al frio de 1 hora. Veh: inyeccidn de solucion salina estéril, Cort: inyeccion de

corticosterona con una dosis de 2.5 mg/kg. (Tomado de Sotelo-Rivera et al., 2014).

Dio2 Ucp1

Figura 9. Niveles de ARNm de yodotironina desyodasa tipo Il (Dio2) y de la proteina de
desacoplamiento 1 (Ucpl) de ratas macho Wistar en el tejido adiposo pardo (BAT), después
de una exposicion aguda al frio. La concentracién de las hormonas T4 y T3 séricas fue
determinada mediante un ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas. NH RT: no
manipuladas con exposicion a temperatura ambiente, NH cold: no manipuladas con

exposicion al frio. (Editado de Jaimes-Hoy et al., 2021).

UCPl] 1. 2 3 5
BAT 100 210% 220% 232%

Control 6hcold 24h l-week

Figura 10. Cinética de la respuesta en la expresiéon de la proteina de desacoplamiento 1
(UCP1) durante 1 semana de exposicion al frio en el BAT de ratas macho. La deteccion de

la proteina UCP1 fue realizada por Western blot (Jakus et al., 2002).
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2.3 Regulacion del eje hipotalamo-pituitaria-tiroide (HPT) en respuesta a un
estrés agudo dependiente del periodo de luz/oscuridad

La actividad del eje HPT es particularmente sensible al estrés, y su regulacion es modulable
dependiendo del tipo y duracién del mismo. En un estudio realizado por Gutiérrez-Mariscal
y colaboradores, evaluaron la respuestadel eje HPT de ratas macho sometidas a una prueba
de estrés psicoldgico,y compararon la respuesta durante el periodo de luz contra oscuridad.
Las ratas fueron sometidasa la prueba de campo abierto (OFT por sus siglas en inglés) en el
periodo de luz u oscuridad, esta prueba permite evaluar una conducta de ansiedad, asi como
locomocion. Se observd que en la prueba de OFT en el periodo de luz no hubo cambios en
los niveles de ARNm de pro-Trh, TSH sérica o concentraciones de hormonas tiroideas. Sin
embargo, si hubo un aumento en el contenido de TRH del hipotdlamo mediobasal (MBH) a
los 30 y 60 min del estimulo, lo que indicainhibicion de la liberacion del péptido relacionado
con los niveles mas elevados de corticosteronaen suero. Mientras que en la prueba de OFT
en el periodo de oscuridad, el ARNm de pro-Trhaument6a los 15 miny el contenido de TRH
en el MBH disminuyd a los 60 min indicando una mayor liberacion en comparacién con la
prueba realizada en el periodo de luz. También se observd un aumento de TSH séricaa los
30 miny un ligeroaumento de T4 a los 60 min sin cambios en T3 sérica (Gutiérrez-Mariscal
etal., 2012) (fig. 11). En conclusién, hay una activacion del eje HPT en las ratas sometidas
a la prueba de OFT durante la oscuridad, y una inhibicion en el periodo de luz. Estos
resultados sugieren que la regulacion del eje HPT en respuestaa un estrés puede depender de

la fase circadiana en la cual se exponen las ratas al estrés.
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Figura 11. Cambios de la actividad del eje hipotdlamo-pituitaria-tiroide (HPT) después de
la prueba de campo abierto (OFT) durante el periodo de luz/oscuridad. Niveles de expresion
de ARNm de pro-Trh en el nicleo paraventricular del hipotalamo, contenido del péptido
TRH en el hipotdlamo mediobasal (incluye eminencia media donde se libera TRH) y
concentracion de hormonas TSH, T4, T3 y corticosterona en suero de ratas Wistar macho.
Las hormonas se determinaron por radioinmunoensayo. OFT-L: prueba de campo abierto
durante el periodo de luz, OFT-D: prueba de campo abierto durante el periodo de oscuridad
(Editado de Gutiérrez-Mariscal et al., 2012).

2.4 Variacion en la expresion de genes termogénicos ante un estimulo de frio en
distintas ventanas de tiempo del periodo de luz/oscuridad

La exposicion al frio aumenta la tasa metabdlicaa través de la termogénesis con escalofrios
y sin escalofrios (adaptativa). Ambos estan regulados a nivel del SNC, resultando en una
mayor oxidacion de lipidos y carbohidratos en el musculo esquelético y el BAT. La
modulacion de las vias termorreguladoras centrales por el reloj bioldgico en el ndcleo
supraquiasmatico (SCN) puede dar lugar a cambios en los ajustes de exposicional frio segun
la hora del dia. En un estudio realizado en ratas macho Wistar sometidas a un unico episodio
de 3 horas de frio en uno de los 6 Zeitgebers (3, 7, 11, 15, 19y 23) se evalud la expresion del
ARNmM de Pgcla, Ucpl y Adrb3 en BAT. Se mostro que la hora del dia en el que se exponen
las ratas a un tiempo prolongado de frio (3h) influye sobre la expresion de ARNm de estos
genes, mostrandose las respuestas térmicas, conductuales y metabolicas. Este estudio mostro

la regulacion positiva de la actividad de BAT durante la exposicion al frio de 3 horas en
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diferentes zeitgebers (ZT) del dia, observandose un aumento significativo en la expresion de
Pgcla durante el periodo de luz comparado al periodo de oscuridad (Machado et al., 2018)
(fig. 12). Estos estudios sugieren que la regulacion de la termogénesis adaptativaen BAT es
complejay depende de varios factores como sefiales metabdlicas, enddcrinas, asi como del
ciclo circadiano. Por tal motivo, resulta interesante estudiar algunos de los marcadores
moleculares que participan en la regulacién de la termogeénesis en animales expuestos a
tiempos mas cortos de frio (1 hora) para evaluar si este estrés de corta duracion altera de
manera diferencial la expresion de algunos genes termogénicos, dependiendo de la fase de
luz/oscuridad.

PGC1-a ADRp3

Figura 12. Evaluacion de la expresion de ARNm de Pgcl, Ucpl y Adrb3 en el BAT en
respuesta al estimulo de frio en distintos zeitgebers (ZT) del periodo luz/oscuridad. Los
puntos blancos muestran datos de las ratas a temperatura ambiente y los puntos negros
muestran datos de las ratas expuestas al frio durante 3 horas. Los genes se determinaron
mediante RT - PCR en tiempo real. (PGC1-a: Coactivador del peroxisoma del receptor
gamma 1 a, UCP1: Proteina de desacoplamiento 1, ADRB3: Receptor adrenérgico B3).
(Machado et al., 2018)
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3. HIPOTESIS

El sistema circadiano y el termorregulador influyen de manera reciproca entre si; ademas,
distintos estimulos estresantes tienen un efecto diferencial sobre la actividad del eje HPT
dependiendo de la fase del ciclo circadiano en el cual son expuestos los animales. Por lo
tanto, hipotetizamos que una exposicion aguda al frio durante 1 hora en la fase de luz
producira una mayor respuesta del eje tiroideo, asi como en laexpresion de genes que regulan

la termogénesis adaptativa del tejido adiposo pardo de ratas macho.
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OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Estudiar laexpresion de genes termogénicos en el tejido adiposo pardo en la respuesta
aguda al frio en el periodo de luz y oscuridad.

4.2 Objetivos especificos
Determinar si hay una respuesta diferencial al estrés inducido por una exposicion

aguda al frio dependiendo del periodo de luz/oscuridad, a través de la cuantificacion

sérica de corticosterona por el método de radioinmunoensayo.

Evaluar el efecto de la exposicion aguda al frio en el periodo de luz/oscuridad sobre
la concentracion sérica de las hormonas que regulan el eje HPT, por el método de

inmunoensayo.

Evaluar la expresion de genes termogénicos en BAT por RT-PCR punto final después

de 1 hora de exposicién al frio agudo en el periodo de luz/oscuridad.
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S. MATERIALES Y METODOS

5.1 Periodo de luz/oscuridad

Se utilizaron 20 ratas Wistar macho nacidas en el bioterio del IBT, las cuales fueron
destetadas el dia posnatal 21 (DPN 21) y se mantuvieron 4 ratas por cada caja en un periodo
de luz/oscuridad de 12 horas, la luz se encendia de 7:00-19:00 horas y se apagaba de 19:00 -
7:00 horas. Al dia posnatal 37, todas las ratas fueron alojadas en parejas, y la mitad de las
ratas (n = 10) fueron transferidas a una sala en donde la luz se encendiade 19:00 - 7:00 horas
(grupo periodo de oscuridad), mientras que la otra mitad del grupo se mantuvo (n = 10) con
el horario de luz/oscuridad habitual (grupo periodo de luz). Todos los animales tuvieron libre
acceso a comida y agua durante todo el experimento y se registrd el peso semanalmente,
siempre el mismo dia y tres horas después del inicio de la fase de luz o de oscuridad. Una
semana antes de iniciar el experimento de la exposicion aguda al frio, se habitud a las ratasa
ser transportadas de su sala al cuarto experimental para reducir el estrés el dia del
experimento. Al dia posnatal 77, la mitad de las ratas que se encontrabanen el periodo de luz
(n=5) u oscuridad (n = 5) fueron colocadas en cajas individuales y sometidas durante 1 hora
al frio (5 °C). La otra mitad de los animales del ciclo de luz (n = 5) u oscuridad (n = 5),
también se aislaron en cajas individuales y permanecieron a temperatura ambiente (TA, 22
°C) durante 1 hora (Figura 13). Posterior a la exposicion de frio o de haber permanecido a
temperatura ambiente que también se mantuvieron aisladas, a las ratas se les dio muerte
inmediatamente con una guillotina, se midio latemperatura corporal, y se recolectd la sangre,
se disectd el tejido adiposo blanco retroperitoneal, epididimal, interescapular y el BAT, estos
tejidos se pesaron y congelaron inmediatamente en hielo seco (fig. 13). Posteriormente, se
centrifugd la sangre y se obtuvo el suero, el cual se almacen6 a -70 °C en alicuotas para

analisis posteriores de las hormonas: tiroideas, corticosterona y tirotropina.
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10 ratas macho: 10 ratas macho:
Periodo de Luz Periodo de oscuridad
Luz: 7:00-19:00 h Luz: 19:00-7:00 h

cF | :c
E De cada periodo
5 ratas sometidasa 5°C x 1h

5 mantenidas a temperatura ambiente (controles)

La eutanasia se realizé a cada rata, se toma la
temperatura corporal, se extrajo la sangre y se realizé la
diseccion del BAT y los WAT.

Figura 13. Diagrama experimental (Imagen realizada con Biorender).

5.2 Cuantificacion de corticosterona por radioinmunoensayo

La concentracion de corticosterona se cuantifico en suero por radioinmunoensayo (descrito
en el anexo 1). Brevemente, se agreg6 al suero un anticuerpo especifico previamente
desnaturalizado, corticosteronatritiada (3H-Cort) y se incubaron las muestras a 4 °C por 24
horas, pasado ese tiempo se agregd carbédn - dextran y se mantuvieron en agitacién toda la
noche a 4 °C, al dia siguiente se centrifugdy se recuperd el sobrenadante transfiriéndolo aun
vial para conteo de radiaciones beta, se agregé 4 mL de liquido de centelleo (Ecolite) dejando
reposar por 2 horas a temperatura ambiente para después contar cada tubo por 3 min en el

contador Beta obteniendo las cuentas por minuto (cpm) (fig. 14), para su posterior analisis.
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Figura 14. Cuantificacién de la concentracion de corticosterona en suero por

radioinmunoensayo (Imagen realizada con Biorender).

5.3 Cuantificacion de las hormonas tirotropina (TSH), tiroxina (T4) y
triyodotironina (T3) por inmunoensayo (Milliplex)

La concentracion de las hormonas TSH, T3 y T4 se cuantificd en suero, por inmunoensayo
(Milliplex) descrito en el anexo 3. Brevemente, se afiadié 200 uL de tampon de ensayo en
cada pozo, se sell6 y mantuvo en agitacion por 10 min a temperatura ambiente,
posteriormente el tampon de ensayo se decantd golpeando la placa suavemente sobre una
toalla absorbente. Se agregaron 25 uL de estandares y controles de calidad de ensayo en los
pozos correspondientes. Se afiadieron 25 uL de tampdn de ensayo a las muestrasy los blancos
(estandar de 0 pg/mL). Se afiadieron 25 ulL de solucién de matriz a blancos, estandares y
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controles. Se afiadieron 25 pL de muestras en los pozos adecuados y se afiadieron 25 pL de
conjugado HRP (enzima de peroxidasa de rabano picante) en todos los pozos. Se afiadieron
25 pL de lamezcla de perlas a cada pozo homogenizando la botellaantes de cada agregado,
se sellg, se tapd con papel de aluminioy se agit6 durante toda lanoche a 4 °C. Al diasiguiente
se removi6 todo el contenido y se lavo la placa 3 veces. Se afiadieron 50 uL de anticuerpos
de deteccion. Se selloy tapd con papel de aluminio, y se agitd 1 hora a temperaturaambiente.
Se afadieron 50 pL de estreptavidina-ficoeritrina a cada pozo que contenia deteccion de
anticuerpos, se sell6 y tapé con papel de aluminio, y se incubé 30 min a temperatura
ambiente. El contenido se colectoy se lavo 3 veces. Se afiadieron 150 pL de fluido impulsor
atodos los pozos y se agit6 la placa durante 5 min para leerlaen el equipo MAGPIX y obtener

los valores de pg/mL (fig. 15).

i 2. Agregar 25 L de estandares y
controles, tampén de ensayo
(muestras y blancos), solucién de
matriz (blanco, estandares y y
controles), conjugado HRP y e A\

mezcla de perlas en todos los
pozos.

3. Incubar toda la noche con
agitacion a 4°C

1. Agregar 200 pL de buffer
de ensayo, agitacion por
10 min a T.A 'y decantar.

—

6. Agregar 50 pL de
anticuerpos de

000000000000 deteccion e incubar con

e agitacion 1 ha T.A

000000000000

000000000000

‘000000000000 — —

000000000000

000000000000 4. Extraer el

. 5. Agregar 50 pL contenido y lavar 3
8. Agregar 50 piL de fluido de estreptavidina- veces la placa
impulsador, agitar por 5 min 7. Incubar 30 min a T.A, ficoeritrina a
y leer en MAGPIX remover el contenido y lavar 3 pozos con
veces la placa deteccion de

anticuerpos

Figura 15. Diagramade la cuantificacidénde la concentracién de hormonas de TSH, T3y T4

en suero por inmunoensayo (Milliplex) (Imagen realizada con BioRender).
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5.4 Extraccién de ARN total

La extraccion de ARN total del tejido adiposo pardo se realizo por el método de tiocianato
de guanidina, descrito en el anexo 4. Brevemente, se tomo una porcion pequefia del BAT
previamente disectado y congelado, se homogeniz6 con solucién D, posteriormente se
centrifug6a 2870 rpm por 10 min, la fase acuosa se recuperdy colocé en otro tubo eppendorf
agregando acetato de sodio 2M, pH 4, fenol saturado en agua fria, cloroformo alcohol
isoamilico 49:1 y se mezcl6 fuertemente por 4 segundos después de agregar cada solucién
para dejar reposando los tubos 15 min en hielo. Posteriormente, las muestras se centrifugaron
a 10,000 rpm, 22 min a 4 °C. La fase acuosa se recuperody se repitieron los pasos desde que
se afade el cloroformo alcohol isoamilico. Una vez obtenida la fase acuosa se agrego
isopropanol, se mezcldy se dejo a -20 °C por 2 horas. Las muestras se centrifugaron a 13,500
rpm a 4 °C, por 30 min. El sobrenadante se desechd y las pastillas se disolvieron en solucion
D, se adiciono isopropanol frio, se mezclaron las muestras y se mantuvierona -20 °C toda la
noche. Al dia siguiente los tubos se centrifugaron a 13,500 rpm, por 30 min a 4 °C, el
sobrenadante se retiré y se hicieron dos lavados de las pastillas con etanol al 70%

centrifugando a 13,500 rpm para recuperar la pastilla (fig. 16).
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Figura 16. Diagrama de la extraccion de ARN del BAT (Imagen realizada con BioRender).
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5.5 RT-PCR

Después de la extraccion de ARN total del tejido, se midio la concentracion y pureza del
ARN en el nanodrop y se verificé la integridad de este por medio de electroforesisen gel de
agarosa, finalmente se prepararon alicuotas de 12 uL que contenian en total 1 ug de ARN
conservadoa — 70 °C (descritoen el Anexo 5). Brevemente, se preparo lamezclade reaccion
de latranscripcionreversa (RT) paralageneracion de ADNc para cada muestra. Las alicuotas
de ARN se calentarona 65 °C por 5 miny se pasaron inmediatamente en hielo, se centrifugo
y se agrego lamezcla de RT a cada tubo de ARN, y se mezclo fuertemente, se centrifugo, y
se incubd a 37 °C por 2 horas, Al término de la reacciéon de RT se prepard la mezcla de
reaccion para PCR, se tomaron 4 uL de la reaccion de RT y se agreg0 a la mezcla de PCR.
Los tubos se colocaron en el termocicladory se seleccionaron los parametros para cada gen
(fig. 17).

3. Centrifugar, agregar la

1. Resuspender 1.5 pg de mezcla de RT, homogenizar
RNA en 12 pL de agua, y centrifugar e incubar a
homogenlzgr y colocar en 37°Cpor2h 5. Colocar en el
hielo 4. Agregar 4 pL termociclador
de ADNc a la
— mezcla de PCR
 — =

2. calentar el RNA a |
65°Cpor5miny |\ &\
* colocar en hielo

Figura 17. Diagrama experimental de RT-PCR (Hecho con BioRender).

5.6 Analisis estadisticos

Los datos estan presentados como la media = EEM y fueron analizados con un ANOVA de
dos vias y la prueba post-hoc de Tukey, se considerd estadisticamente significativo una p
<0.05. Los andlisis y graficas se realizaron con el programa estadistico GraphPad Prism

version 8.02.
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6. RESULTADOS

6.1 Peso corporal y de los tejidos adiposos en animales sometidos a 5 °C durante
el periodo de luz y oscuridad.

Registre el peso de las ratas semanalmente a partir de que la mitad de los animales fueron
transferidos a la sala con el ciclo invertido (periodo de oscuridad) y hasta el final del
experimento. Como se observa en la figura 18A, los pesos de las ratas en el periodo de
oscuridad, fue ligeramente mayor al comparar los con los animales que se mantuvieroncon
el periodo de luz-oscuridad regular, sin embargo, la diferencia no fue estadisticamente
significativa. En ambos grupos, después de la exposicién al frio de 1 hora 0 mantenidos a
temperatura ambiente de 1 hora, el peso de los tejidos adiposos tanto pardo (BAT) como
blanco (WAT) no mostraron diferenciasignificativa durante el periodo de luz/oscuridad (fig.
18B-F).
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Figura 18. Peso corporal y peso del tejido adiposo pardo (BAT por sus siglas en inglés) y
blanco (WAT por sus siglas en inglés). A) Peso corporal registrado semanalmente a partir
del cambio de horario hasta el dia previo al experimento de frio. B) Peso del tejido adiposo
pardo (BAT) C) Peso del tejido adiposo blanco epididimal (WAT epi). D) Peso del tejido
adiposo blanco retroperitoneal (WAT retro). E) Peso del tejido adiposo blanco interescapular
(WAT inter). F) Peso del tejido adiposo blanco total (WAT tot). Los datos de los pesos de
los tejidos estan presentados como el porcentaje con respecto al grupo en el periodo de luz

mantenido a temperatura ambiente y presentan una n = 4/5 para cada grupo y periodo.

6.2 Temperatura corporal y concentracion de corticosterona después de 1 hora
de exposicion aguda al frio

La temperatura corporal de las ratas expuestas a 1 hora de frio se mantuvo en valores
similares a la de los animales mantenidos a temperatura ambiente, tanto en la fase de luz
como en la de oscuridad (fig. 19A). En respuestaal frio, se observé un aumento significativo
en la concentracion de corticosterona en suero, solamente en los animales expuestos al frio
en el periodo de luz, debido a que el frioes un estimulo que induce un estrés fisioldgico que
se ve reflejado en el aumento significativo de la concentracion sérica de corticosterona. Sin
embargo, este efecto no se observd en los animales del periodo de oscuridad en donde la

corticosterona mantuvo valores similares para ambas temperaturas (fig. 19B).
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Figura 19. Temperatura corporal (A) y porcentaje de la concentracion de corticosterona con
respecto al grupo en el periodo de luz a temperaturaambiente (B) después de una exposicion
aguda al frio de 1 hora. Significancia estadistica: [***P <0.004]. Los datos presentan una n

= 6/5 para cada grupo y periodo.

6.3 Efectos del frio durante el periodo de luz/oscuridad sobre las hormonas del
eje hipotalamo-pituitaria-tiroide (HPT)

La exposicion al frio de 1 hora indujo un aumento significativo de la concentracién de
tirotropina (TSH) en suero en el periodo de luz como se ha reportado previamente (Sotelo-
Rivera et al., 2014). Sin embargo, este estimulo no se observo en el periodo de oscuridad
(fig. 20A). Mientras que las concentraciones sericas de tiroxina (T4) y triyodotironina (T3)
no tuvieron cambios significativos (fig. 20B y C), como se ha reportado anteriormente
(Sotelo-Riveraet al., 2014; Uribe et al., 1993), estas hormonas aumentan su concentracion

sérica en tiempos mas prolongados de exposicion al frio.
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Figura 20. Influencia de laexposicidnal frio sobre la actividad de las hormonas del eje HPT.
Porcentaje de la concentracion en suero de tirotropina (TSH) (A), tiroxina (T4) (B) y
triyodotironina (T3) (C) con respecto al grupo en el periodo de luz mantenido a temperatura

ambiente. Los datos presentan una n =5 para cada grupo y periodo.

6.4 Efectos del frio sobre la expresion de genes que participan en la termogénesis
del tejido adiposo pardo (BAT)

Se cuantifico la expresion de algunos genes (Ucpl, Dio2, Adrb3, Pgcla) que participanen
la actividad termogénicadel BAT. No encontramos diferencias significativas en laexpresion
de ninguno de estos genes estudiados después de 1 hora de exposicién al frio en el periodo
de luz u oscuridad. Solamente observamos que, en los animales expuestos al frio durante la
fase de luz, hay una tendencia de aumento en el ARNm de los genes que son blanco de las

hormonas tiroideas (Ucpl, Dio2 y Pgcla), sin tendencia en el gen de Adr3.
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Figura 21. Niveles de ARNm de los genes que regulan la actividad termogénica en BAT
después de una exposicion aguda al frio. Expresion del gen de Dio2 (A), Adrb3 (B), Pgcla
(C) y Ucpl (D) ante una exposicion al frio de 1 hora. En cada panel se muestra una imagen
representativa del gel de agarosa con los genes de interés. Los datos presentan unan =5 para

cada grupo y periodo. Ademas, estan presentados como el porcentaje con respecto al grupo

en el periodo de luz mantenido a temperatura ambiente.
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7. DISCUSION

7.1 Temperatura corporal, peso corporal y peso de los tejidos adiposos

Entender cémo influyen los ritmos circadianos sobre distintos aspectos bioldgicos es
importante para estudiar la respuesta neuroendocrina del organismo ante un estrés. En este
estudio monitoreamos semanalmente la ganancia de peso de todas las ratas siempre en el
mismo horario (3 - 4 horas después de prenderse [periodo de luz] o apagarse la luz [periodo
de oscuridad]). Si bien no encontramos diferencias significativas en el peso corporal entre
las ratas del periodo de luz y oscuridad, se observo que las ratas del periodo de oscuridad
tienden a pesar un poco mas que las ratas del periodo de luz. Esta diferencia de peso entre el
dia vs la noche se explica por la diferenciade consumo de alimento durante los periodos de
reposo y actividad de larata (Le Magnen & Devos, 1982). Las ratas son animales nocturnos
y el mayor porcentaje de ingesta de alimentos se lleva a cabo en la fase de oscuridad, de
hecho, la ingesta caldrica excede el gasto calorico en un 32% (Le Magnen & Devos, 1982).
Incluso se ha reportado que las ratas macho pesan hasta 10 - 12 g mas en la fase oscura
comparada a la fase de luz (Sumitomo Chemical Co., Ltd. & Kawamura, 2020). Este ciclo
de ganancia-pérdida de peso en un periodo de 24 horas se ha asociado a una mayor
lipogénesis en el periodo de oscuridad y una mayor lipélisisen el periodo de luz (cuando los
animales consumen la menor cantidad de alimento) (Le Magnen & Devos, 1982). En linea
con lo observado en el peso corporal, tampoco encontramos diferencias significativasen el
peso de los tejidos adiposos blancos y pardo entre las ratas del grupo luz vs oscuridad
mantenidas a temperaturaambiente o expuestas al frio. Tiempos prolongados de exposicion
al frio (varias semanas) produce un aumento sostenido en el tono simpatico induciendo la
diferenciacion de nuevos adipocitos marrones, lo que lleva a la hiperplasia e hipertrofia
tisular (Bukowiecki et al., 1986). Sin embargo, durante la exposicion al frio de 1 hora, los
tejidos adiposos tanto el BAT y los WAT, no mostraron un aumento de peso, esto debido al

tiempo de exposicion al frio que fue un periodo corto.

Estimulos externos como cambios en la temperatura ambiental son sefiales que modulan
mecanismos adaptativos en el organismo. El sistema de termorregulacion de los mamiferos

esta adaptado a los cambios periodicos de la temperaturaambiental, y se ha demostrado una
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interaccion reciproca entre la regulacion de la termogénesis y el sistema que regulael ciclo
circadiano (Machado et al., 2018). La temperatura corporal de las ratas oscila a lo largo del
dia, observandose un pequefio aumento en el periodo de oscuridad, el cual es la fase activa
de las ratas. Este incremento en la temperatura corporal se debe a una mayor actividad
locomotora asociado a un mayor consumo de agua y alimentos (Machado et al., 2018). En
nuestros experimentos también observamos que la temperatura corporal de las ratas
mantenidas a temperatura ambiente fue mayor en la fase de actividad vs la fase de reposo (38
°C vs 37 °C). Después del experimento de la exposicion al frio, se midid la temperatura
corporal y no se observo una diferencia significativa en la temperatura en ninglin grupo de
ratas comparado con los animales mantenidos a temperaturaambiente, sugiriendo que todos
los animales fueron capaces de mantener la temperatura corporal independientemente del
periodo de luz u oscuridad en el que se encontraban ante la exposicion al frio. Sin embargo,
se observo que los animales expuestos al frio durante el periodo de oscuridad tienden a
mantener una mayor temperatura corporal comparada a las ratas del grupo L-frio (37 °C vs
36 °C). Se ha reportado que la temperatura corporal cambiaen respuestaal frio dependiendo
de lahoradel dia, por ejemplo, 3 horas de exposicion al frio induce una hipertermiatransitoria
en el periodo de luz (entre el zeitgeber 3 y 5), mientras que en el periodo de oscuridad la
temperatura corporal se mantiene elevada durante las Gltimados horas de exposicion al frio
(Machado et al., 2018).

7.2 Concentracion séricade corticosteronay de las hormonas tiroideas (TSH, T4
y T3) después de la exposicion aguda al frio

Los niveles plasmaticos de corticosterona muestran un ritmo circadiano, y los valores més
altos ocurren durante la fase de oscuridad en los animales (Kalsbeek et al., 2005), justo en la
ventana de tiempo donde realizamos los experimentos, confirmando que nuestras ratas del
grupo de oscuridad tendieron a presentar valores mas elevados de corticosterona con respecto
al grupo de luz (75 vs 122 ng/mL). Las situaciones estresantes, como la exposicion al frio,
induce un aumento de los niveles de corticosterona (Takeuchi et al., 1977). Después del
experimento de exposicion al frio durante 1 hora, los niveles séricos de corticosterona

aumentaron significativamente en las ratas del grupo del periodo de luz, como se ha reportado
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anteriormente (Uribe et al., 1993). Sin embargo, las ratas expuestas al frio durante el periodo
de oscuridad no mostraron una mayor liberacion de corticosterona comparada a las ratas
mantenidas a temperatura ambiente, estas diferencias podrian explicarse en parte debido a
que la respuesta enddcrina al estrés también presenta variaciones circadianas. EI mayor
aumento de corticosterona en respuesta al estrés ocurre cuando la hormona estéa en su nivel
circadiano mas bajo (fase de luz) y las respuestas minimas ocurren en el punto maximo (fase
de oscuridad) (Gutierrez-Lopez et al., 2012; Retana-Marquez et al., 2003). Trabajos del
laboratorio han demostrado que el aumento de corticosterona inducido por un estrés agudo
(Uribe et al., 2011) o por su administracion viai.p. (Sotelo-Riveraet al., 2014) previo a la
exposicional frio atenta significativamente el aumento de la corticosterona en suero después

de la exposicion al frio.

La exposicion al frio activa el eje hipotdlamo-pituitaria-tiroides, aumentando la sintesis de
Trh en el nucleo paraventricular del hipotalamo, la liberacion de TSH y la concentracion de
hormonas tiroideasen la circulacion, en conjunto activan la termogénesisy la adaptacion al
frio (Zhanget al., 2018). Sin embargo, estos cambios son transitorios, la expresién del ARNm
de Trh llega a su maximo pico a la hora de exposicion al frio, regresa a valores basales a las
2 horas, mientras que la concentracién de T3 aumenta significativamente a las 2 horas y
posteriormente regresa a valores basales (Uribe et al., 1993). En nuestros experimentos
reproducimos el aumento significativo de TSH en suero de ratas expuestas 1 hora al frio
durante la fase de luz, sugiriendo una activaciondel eje HPT, mientras que no encontramos
cambios en la concentracion de hormonas tiroideas en este tiempo; sin embargo, esta
respuesta de TSH se encontré inhibida en los animales expuestos al frio durante la fase de
oscuridad. Esta faltade respuestade TSH ante el estimulo del frio durante la fase de oscuridad
podria explicarse por la elevada concentracion basal de corticosterona durante la ventana de
tiempo que se realizé el experimento de frio. En el laboratorio se ha demostrado que una
elevada concentracion de corticosterona previo a la exposicion de frio inhibe la sintesis y
liberacionde TRH y por tanto la de TSH (Gutierrez-Lopezet al., 2012; Sotelo-Riveraet al.,
2014; Uribe et al., 2011). Adicionalmente, tanto la liberacion hipotalamicade TRH como la
concentracion circulante de TSH presentan ritmicidad circadiana (Covarrubias et al., 1994;

Kalsbeek et al., 2005). La liberacion basal de TRH es mayor a las 7:00 horas y menor a las
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19:00 horas (Covarrubias et al., 1994), coincidente con la mayor concentracionde TSH en el

dia que en la noche (Angel Vargas et al., 2002; Kalsbeek et al., 2005).

7.3 Expresion de genes que participan en la actividad de la termogénesis en el
tejido adiposo pardo (BAT) después de la exposicion aguda al frio

Una temperatura ambiental mas baja estimula la actividad termogénica del tejido adiposo
pardo (BAT) (Machado et al., 2018), que es necesaria para mantener la temperatura corporal
bajo estas condiciones. De igual manera, la exposicion aguda al frio aumenta la expresién de
los niveles de ARNm para multiples genes (Dio2, Adrb3, Pgcla y Ucpl) que participan en
latermogénesis adaptativaen BAT (Sentis et al., 2021). Esto sucede de manera transitoriay
esta regulado por componentes moleculares del reloj bioldgico endégeno que interactiacon
los mecanismos térmicos y metabodlicos directamente involucrados en la defensa de la
temperatura corporal (Machado et al., 2018). Se ha reportado que la expresion de ARNm de
Dio2 tiene un aumento significativo después de 1 hora de exposicion al frio (Jaimes-Hoy
etal., 2021; Sotelo-Riveraet al., 2014). En nuestro experimento, no hubo una reproduccion
del aumento significativo de este gen en ratas expuestas durante 1 hora al frio en la fase de
luz u oscuridad. Esta respuesta ausente de Dio2 ante el estimulo de frio durante la fase de luz
u oscuridad se podria explicar por una respuesta elevada de la concentracion basal de
corticosterona durante la ventana de tiempo en la que se realizé el experimento de frio. Se ha
demostrado que una elevada concentracion de corticosterona previa a la exposicion de frio
inhibe la expresion de ARNm de Dio2 y su actividad enzimatica (Sotelo-Riveraetal., 2014).
Por otro lado, se ha reportado que la expresion de ARNm de Adrb3 aumenta después de 2
horas de exposicion al frio (8 °C) (Scarpace etal., 1999). En nuestro experimento de
exposicional frio agudo durante 1 hora (4° C), no hubo un aumento significativo de este gen
durante la fase de luz u oscuridad. Esta falta de respuesta de la expresion de ARNm de Adrb3
al estimulo de frio agudo podria deberse por el tiempo corto de exposicion, se ha demostrado
también que una exposicion al frio durante 3 horas (con monitoreo de 24 horas) presenta
fluctuaciones diarias de Adrb3 con picos elevados durante la fase de luz y niveles en descenso
durante la fase de oscuridad que podrian estar relacionados con la hora del dia y la regulacion
del SCN (Machado et al., 2018), y el tiempo de exposiciénal frio, debido a que el frio cambia

la expresion de los receptores catecolaminérgicos (Adrb3) en el BAT, lo que indica que
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también factores hormonales y autondémicos, es decir, no metabdlicos, podrian estar
involucrados en este proceso de cambio (Machado et al., 2018) por la durabilidad de la
exposicion al frio causando la respuesta ausente de este gen. En cuanto al cambio de
expresion de Ucpl ante el estrés causado por el frio durante 1 hora, se han reportado
resultados variables en ratas macho, o un aumento significativo en la expresion de ARNm de
Ucpl (Jaimes-Hoy etal., 2021), o ningun cambio (Sotelo-Rivera etal., 2014) como
observamos en los resultados presentados en este trabajo. Aunado a esto, se ha reportado que
la expresion de Pgcla aumenta principalmente durante la fase de luz después de una
exposicion al frio de 3 horas (entre el ZT2-10) comparado con las ratas mantenidas a
temperaturaambiente, mientras que la fase de oscuridad aumenta solamente hacia el final del
ciclo (entre ZT19-22) (Machado et al., 2018), que apunta hacia un cambio pronunciado en la
actividad mitocondrial de BAT en respuesta a la transicion de la fase de luz a oscuridad
(Orozco-Solis et al., 2016) y a cambios en la temperatura ambiente a través de un posible
mecanismo de compensacion de temperatura (Machado et al., 2018). En nuestro experimento
de exposicién al frio agudo |durante 1 hora, no observamos un aumento significativo en la
expresion de ARNm de Pgcla durante la fase de luz u oscuridad. Sin embargo, nuestros
resultados apuntan a una ligera tendencia de aumento en la expresion de ARNm durante la
exposicion al frio en la fase de luz. Esto podria estar relacionado a que estas respuestas
metabdlicas inducidas por el frioy los cambios en la expresion génica de BAT difieren
dependiendo de la hora del dia de la exposicion al frio (Machado et al., 2018), y del tiempo
de exposicion del mismo.

Ademas de lo anterior, resultaimportante resaltar que distintos factores regulan la expresion
génica de las hormonas, por lo tanto, cada hormona y expresion de genes presenta
oscilaciones transitorias durante los ciclos circadianos de 24 horas (Kalsbeek et al., 2000),
siendo una regulacion compleja. Estas variaciones diarias en las concentraciones hormonales
se han estudiado y se ha reportado que TSH, T4, y T3 mantienen picos elevados de las
concentraciones séricas tan solo unas horas después de encender la luz (aproximadamente 5
horas despues) (Kalsbeek et al., 2000), mientras que la concentracion de corticosterona
empiezana aumentar en la primeramitad del periodo de luz con un pico maximo después de
12 horas de haber prendido la luz (Kalsbeek et al., 2000, 2005), tomando en cuenta estas

oscilaciones diarias y lo antes reportado, podriamos relacionar nuestros resultados con un
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bajo aumento de las hormonas tiroideas, y una baja expresion de genes debido a la hora del
dia en la que los animales fueron expuestos al frio, esto considerando que hubo un sesgo de
tiempo de 10 minutos entre un animal y otro al ser introducidos a la cAmara frigorifica con
la finalidad de que los tiempos de muerte no se empalmaran. Durante cada periodo (luz u
oscuridad) se registrd una variacion de tiempo de entre 15 — 40 minutos de la entrada del
primer animal al ultimo a lacamarafrigorifica para cada grupo. Ademas, las ratas del periodo
de O — TA / O — Frio fueron expuestas al frio de 2 a casi 3 horas despuées del cambio de
periodo, mientras que las ratas del periodo de L — TA / L — Frio fueron expuestas al frio unos
minutos antes de las 4 horas del cambio de periodo, y unos minutos después de las 4 horas
del cambio de periodo respectivamente. Estas variaciones en el tiempo podrian estar
afectando nuestros resultados debido a las fluctuaciones diarias que existen. La hora de la
exposicion al frio en trabajos antes reportados despues del cambio de periodo es en la hora
0, 1y 2 (Gutiérrez-Mariscal etal., 2012; Jaimes-Hoy et al., 2021; Sotelo-Riveraet al., 2014;
Uribe etal., 1993) mientras que en nuestro experimento las horas de exposicion al frio
tuvieron variaciones aproximadas de entre 2 — 4 horas para cada periodo y entre 15 — 40
minutos para cada grupo, lo que posiblemente afectd la respuesta de las hormonas y de la
expresion de los genes estudiados debido al sesgo de tiempo en donde se presentan

oscilaciones distintas.
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8. CONCLUSIONES

El frio es un estrés fisico que dependiendo del tiempo de exposicion puede poner en riesgo
la supervivenciadel animal, nuestros datos demuestran que a pesar de que se han reportado
cambios en la expresion de algunos genes termogénicos ante el frio dependiendo de la hora
del dia, las ratas son capaces de mantener su temperatura corporal independientemente del
periodo de luz u oscuridad. Ademas, nuestros datos sugieren que las oscilaciones diarias de
la concentracidn sérica de corticosterona influyen en la liberacién de TSH, posiblemente al
inhibir la sintesis de TRH en la fase de oscuridad, pero no en la fase de luz; y probablemente
también esté afectando el aumento en la expresion del ARNm de Dio2. En conclusion,
nuestros datos apuntan a que distintos parametros fisioldgicos son modulables dependiendo
de la hora del dia en que se realizan los experimentos y mediciones, debido a que la
regulacion del nucleo supraquiasmatico del hipotdlamo y sus mecanismos de cronometraje
enddgeno presentan ritmicidades diarias de transcripcién-traduccion, y liberacion hormonal

en determinados tiempos del dia para cubrir necesidades basicas diarias.
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9. PERSPECTIVAS

A partir de este estudio, se observé que la tirotropina tuvo un aumento significativo ante la
exposicion al frio en el periodo de luz, pero no durante el periodo de oscuridad. Por lo cual
las perspectivas de trabajos futuros podrian orientarse en evaluar si este efecto en el periodo
de oscuridad podria relacionarse a una inhibicion de la sintesisy/o liberaciénde TSH por la
corticosterona que esté relacionado con el momento de la exposicional frio, debido a que los
niveles séricos de corticosterona se mantienen mas elevados durante la fase de oscuridad.
Ademas de examinar la actividad enzimaticade Dio2 y la concentracién de la proteina Ucpl,
ya que los niveles del ARNm de los genes no reflejan si hay cambios en la proteina. También
seria interesante analizar y comparar los efectos del frio en el ciclo de vs oscuridad sobre la
expresion de Trh y de Tshb en el nacleo paraventricular y adenohipofisis, respectivamente,
ya que posiblemente las respuestas sean mas rapidas que en BAT por el tiempo corto de
exposicion al frio. Ademas, también seria importante definir si el nivel del receptor de
TRHR1 flucttadurante el ciclo de luz-oscuridad en laadenohipofisis y ver si esto explicalas

respuestas al frio.
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10.  ANEXOS

Anexo 1 Radioinmunoensayo

Muestras de suero: En tubos eppendorf de borosilicato de 2 mL realizar una dilucion
1:500 (tomar 3 uL de sueroy adicionarlosa 1.5 mL de buffer diluyente de esteroides).
Usar como buffer diluyente de esteroides un buffer constituido de fosfatos 10 mM de
fosfatos pH 7.5, 150 mM de cloruro de sodio y 0.1 % de gelatina (Buffer RIA).
Todos los tubos de suero diluido se calientana 90 °C durante 10 min (para liberar la
corticosteronade la transcortina). Permitir que los tubos se enfrien hasta que esténa
temperatura ambiente. Centrifugar a 10000 rpm por 5 min. Poner, por duplicado, 500
uL de cada suero en tubos de ensayo 12 X 75 mm.

Curva estandar: Para la curva estandar, se preparan diluciones seriadas de 5, 10, 25,
50, 100, 250, 500, 1000, 2000 y 4000 pg de corticosterona estdndar en 500 uL de
buffer RIA (50 mM buffer fosfatos de sodio pH7.5, 150 mM NacCl, 0.1% gelatina
grado RIA (Biorad)) con 0.2 % de suero libre de esteroides (SLE). De cada dilucién
poner 500 pL, por triplicado, en tubos de ensayo 12 X 75 mm.

Tubos control: Marcar 3 tubos de ensayo,12 X 75 mm, como cuentas por minuto
(cpm) Totales (T) y afiadirles 800 uL de buffer RIA con SLE. Marcar 3 tubos de
ensayo como cpm de unién inespecifica (NSB) y adicionarles 600 pL de buffer RIA
con SLE. Marcar 3 tubos de ensayo como cuentas de union en ausencia de
corticosterona (BO) y afiadirles 500 pL de buffer RIA con SLE.

Anticuerpo: El anticuerpo esté en alicuotas de 5 pL. A una alicuota adicionarle 500
uL de buffer RIA para tener una dilucion 1:100. De acuerdo con el nimero de tubos
de ensayo que se tengan (estandares y muestras). Tomar un volumen dado para
diluirlocon buffer RIA de modo que se tenga una dilucién de trabajo del anticuerpo
de 1:10000 y se afladen 100 pL a cada tubo de ensayo (NO SE ANADE
ANTICUERPO A LOS TOTALES NI A LOS NSB).

Corticosterona tritiada (*H-Cort): A todos los tubos de ensayo adicionar 100 pL de
3H-Cort (PERKIN ELMER 85 Ci/nmol). Que equivalgan a, aproximadamente 10000
cpm. La 3H-Cort se diluye 1:1 con buffer RIA. Si 3 uL de esta dilucion se ponen en
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10 mL de buffer RIA, entonces en 100 pL de esta dilucion se tendran
aproximadamente10000 cpm.

Agitar lamezclade suero o estandar, anticuerpoy *H-Cort. E incubar a 4°C por aprox.
24 horas.

Carbdn—-Dextran: Hacer una suspension de 16 mg de carbon-dextran (SIGMA) por
cada mililitro de buffer RIA. Dejarla agitando toda la noche a 4 °C. Afiadir 200 uL
de la suspensién a cada tubo de ensayo. Agitar e incubar durante 20 min a 4 °C.
Centrifugar a 4000 rpm durante 15 min. El sobrenadante de cada tubo se transfierea
un vial para conteo de radiaciones beta y se adicionan 4 mL de liquido de centelleo
(Ecolite, MPBiomedicals). Conservar los tubos a temperatura ambiente por 2 horas.
Contar cada tubo por 3 min en el contador de centelleo (LS6000SC BECKMAN). Se
obtienen los valores de cpm para cada muestra.

Para determinar la concentracion de corticosterona en cada muestra de suero, se
emplea un programa de regresién lineal de log de B/BO vs el logaritmo de la
concentracion de los estandares es alimentado con los datos de cpm de los estandares,
los totales, los NSB y los BO, de modo que se obtiene una grafica de dosis-respuesta
lineal con la cual se calcula laconcentracion al meter los datos de cpm de las muestras.
Log (Bn/B0) = In [(Bn/B0)/(1 - Bn/B0)] n=estandar 1 0 2 o 3 etc.
Donde B/BO representa el porcentaje de desplazamiento de la marca radiactiva que
cada concentracion estandar de corticosterona produce.

Bn/B0O = cpm Bn/cpm BO

% Bn/BO = (cpm Bn/cpm BO0) x 100
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Anexo 2 Reporte de ANOVA

Variable Luz/Oscuridad Temperatura Interaccion
WAT Retro F(1,16)=0.11 F(1,16)=1.0 F (1, 16) =0.26
P=0.740 P=0.325 P=0.615
WAT Inter F (1, 16) = 0.012 F (1, 16) =6.6 F(1,16)=14
P=0.913 P=10.020 P=0.247
WAT Epi F(1,16)=1.0 F(1,16)=27 F(1,16)=22
P=0.326 P=0.117 P=0.156
WAT Total F (1, 16) = 0.036 F(1,16)=22 F(1,16)=1.0
P=0.853 P=10.158 P=0.333
BAT F(1,15) =11 F(1,15)=0.43 F (1, 15) =0.57
P=0.317 P=0.523 P=0.463
Temperatura F(1,19) =44 F(1,19)=3.0 F(1,19)=0.28
Corp. P=10.049 P=10.099 P=0.606
Corticosterona F(1,16)=3.1 F(1,16) =11 F(1,16) =9.3
P=0.098 ***p=(0.004 P=0.008
TSH F (1, 16) =17 F(1,16) =23 F(1,16)=14
P<0.001 P<.001 P=0.002
T4 F (1, 15) =0.50 F(1,15) =43 F(1,15) =12
P=0.492 P=0.056 P=0.281
T3 F (1, 16) =0.50 F (1, 16) =0.39 F(1,16) =47
P=0.490 P=10.539 P=0.046
Dio2 F(1,15)=23 F(1,15)=6.2 F(1,15) =27
P=0.153 P=10.025 P=0.123
Adrb3 F(1,16)=5.8 F (1, 16) = 0.056 F(1,16) =43
P=0.028 P=0.816 P=0.053
Pgcla F (1, 16) =0.80 F(1,16)=4.0 F (1, 16) =0.58
P=0.370 P=10.062 P=0.458
Ucpl F(1,14)=5.9 F(1,14)=10 F (1, 14) =0.074
P=10.029 P=0.007 P=10.789
Variable Grupos Semanas Interaccion
Peso F(3,20)=29 F (1.1, 22) = 1029 F(27,180) =22
P=0.060 P<0.001 P=0.001

Anexo 3 Inmunoensayo (MILIPLEX, Merck Millipore)

Protocolo del kit: Panel de perlas magnéticas de hormona tiroidea de rata
PROCEDIMIENTO DE INMUNOENSAYO




Todos los reactivos se llevaron a temperatura ambiente (20-25 °C) antes de usarlos

en el ensayo. Se realizé un diagrama de la ubicacidn de los estandares [0 (fondo), los

tubos estandarn.’ 1, 2, 3,4, 5,6y 7], los controles1 y 2 y las muestras en la hoja de

trabajo del mapa de pozos en una configuracién vertical. Se utiliz6 una placa de filtro

en el soporte de placa durante los pasos de incubaciony dispensacion de reactivos de

modo que la parte inferior de la placa no toco ninguna superficie.

1.

10.

11.
12.

Se afadieron 200 uL de tampdn de ensayo en cada pozo de la placa. Se sellé y
mezcld en un agitador de placas durante 10 min a temperatura ambiente (20-
25°C).

El tampon de ensayo se decantd y eliminar la cantidad residual de todos los
pocillos invirtiendo la placa y golpeandola suavemente sobre toallas absorbentes
varias veces.

Se afiadieron 25 pL de cada estandar y control en los pozos apropiados. El tampoén
de ensayo se utilizo para el estandar de 0 pg/mL (blanco).

Se afiadieron 25 ul de tampdn de ensayo a los pozos de las muestras.

Se afiadieron 25 pL de solucién de matriz a los pozos del blanco, estandares y
controles.

Se afladieron 25 pL de muestra (suero 1:6 en tampdn de ensayo) en los pozos
apropiados.

Se afiadieron 25 L de conjugado HRP (enzimade peroxidasa de rabano picante)
en todos los pozos.

Se homogeneizé la botella de la mezcla de perlas 'y se afiadieron 25 pL a cada
pozo.

Se sell6 la placa con un sellador de placas y se envolvi6 con papel de aluminioe
incubd con agitacion en un agitador de placas durante la noche durante 16 a 18
horas a 4 °C.

El contenido de los pozos se extrajo con cuidado y se lavd la placa 3 veces
siguiendo las instrucciones en la seccion de lavado de placas.

Se afadieron 50 pL de anticuerpos de deteccion en cada pozo.

Se sello y cubrio con papel de aluminio. Se incub6 en un agitador de placas

durante 1 hora a temperatura ambiente (20-25°C).
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13. Se afiadieron 50 uL de estreptavidina-ficoeritrinaacada pozo que contenia 50 puL
de deteccidn anticuerpos.

14. Se sello y cubrio con papel de aluminio. Se incubd en un agitador de placas
durante 30 min a temperatura ambiente (20-25°C).

15. El contenido de los pozos se extrajo con cuidado y se lavo la placa 3 veces
siguiendo las instrucciones en la seccion de lavado de placas.

16. Se afiadieron 150 pL de fluido impulsor a todos los pozos. Se mantuvo en un
agitador de placas durante 5 min.

17. La placa se leyo en MAGPIX® con el software XPONENTE®.

Anexo 4 Extraccion de ARN por el método de tiocianato de guanidina

Dia 1:

1. Del tejido congelado cortar pedazos equivalentes —

2. Sonicar el tejidoen 400 pL de solucién D* (concentracién de reactivos) preparada
al momento. (Depende del tamafio del tejido). Enjuagar el vastago del
homogeneizador entre muestra'y muestra 0 grupo experimental con agua libre de
RNAsas (H20 tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) 1 ml de agua/L de agua grado
milliQ esteril, se mantienen en agitacion toda la noche, posteriormente se le aplica
dos ciclos de esterilizacion para eliminar el DEPC, se preparan alicuotas en
condiciones de esterilidad) recién autoclaveada, secar exceso de agua con gasa
ESTERIL (Nota: limpiar la punta del sonicador entre cada muestra con gasa estéril).
3. Centrifugar el homogenado a 2870 rpm por 10 mina 4 °C. Obtener el sobrenadante
y colocarlo en otro tubo con tapa de seguridad (Recuperar 380 pL evitando la capa de

grasa).
*Solucion D: se prepara en una campanade extraccion el dia del experimento a partir

de un stock agregando B-mercaptoetanol en la siguiente proporcién: 5 mL solucion D

(Stock) + 35 pL B-mercaptoetanol.
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4. Agregar 38 pL (1/10 del vol homogenado) de Acetato de Na+ 2M, pH 4. Tapar el
tubo y mezclar unos segundos.

5. Agregar 380 puL (un volumen) de fenol saturado en agua libre de RNAsas, frio.
Homogenizar 1 miny poner en hielo.

6. Agregar 380 uL (1 vol.) cloroformo alcohol isoamilico 49:1. Homogenizar 1 min
(las muestras deben ponerse blancas-lechosas).

7. Dejar reposando en hielo 15 min. No volver a homogenizar.

8. Centrifugar a 10,000 rpm, 22 min a 4°C. Recuperar lafase acuosa (cuantificAndola,
aprox 380 L) y repetir del punto 6 al 8.

9. Recuperar la fase acuosa (cuantificandola 380 uL). Agregar un volumen (respecto
al volumen recuperado de 380 ul) de isopropanol. Mezclar unos segundos. Dejar a -
20 °C 2 horas. Verificar que no se ponga lechoso en este paso.

10. Centrifugar a 13500 rpma 4 °C por 30 min. Recuperar el sobrenadante con pipeta
ladeando el tubo sin tocar la pastilla; colocar el sobrenadante en otro tubo etiquetado
como sobrenadante a -20 °C por si hubiera pérdida de la pastilla de RNA.

11. Disolver la pastillaen 127 pL (1/3 del vol homogenado inicial) de solucién D*.
Es muy importante que se disuelva el pellet. Si no se disuelve agregar mas solucion
D* en un vol no mayor de % a la inicial. Homogenizar unos segundos hasta que el
pellet se desprenda del fondo del tubo.

12. Agregar el mismo volumen (127 pL) del punto anterior de isopropanol frio al
100%. Homogenizar unos segundos.

13. Mantener a -20 °C toda la noche.

Dia 2:

14. Centrifugar a 13500 rpm por 30 mina 4 °C. Sacar sobrenadante cuidadosamente
con pipeta de puntas amarillas sin tocar la pastilla y guardar en sobrenadantes.
Limpiar la tapa con gasa estéril (si se han acumulado sales).

15. Lavados de etanol: Agregar 300 uL de etanol frioal 70 %, mezclar suavementey
centrifugar 13500 rpm por 15 min a 4 °C. Sacar sobrenadante con pipeta de puntas
amarillas (se puede guardar todos lo etanoles en un solo tubo). Regresar al hieloy

seguir con las demas muestras. Limpiar con gasa estéril en cada lavado. Al terminar
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de sacar el sobrenadante de la Ultima muestra, regresar a la primera y extraer el
alcohol que se haya depositado al fondo con la pipeta sin tocar la pastilla. Hacer 2
lavados en total. Deja los tubos secando destapados en grupos por aprox. 5 min.
16. Guardar la pastilla en hielo seco a -70°C. (Si no se lee en nanodrop ese dia).
17. Resuspender en 30 uL H20 libre de RNAsas. Homogenizar hasta que la pastilla
se resuspenda completamente y leer en el nanodrop. Nota: el volumen de

resuspencion puede variar dependiendo de la pastilla obtenida en cada extraccion.

Nota: Si al leer las muestras en nanodrop no tienen la relacion 230/260 y 280/260
Optima se puede hacer lo siguiente:

1. Resuspender en 32 uL de H,O libre de RNAsas usando alicuotas recién
autoclaveadas. Homogenizar.

2. Precipitar todas las muestras en 1/10 de vol de resuspencion de acetato de sodio
3M pH 5 (32 uL) + 2 vols de etanol absoluto (64 uL), homogenizar y dejar a -20 °C
toda la noche.

3. Sacar sobrenadante cuidadosamente con pipetasin tocar la pastilla. Limpiar latapa
con gasa estéril. Y regresar al paso 15 y 17 para leer las muestras nuevamente en el

nanodrop.

Anexo 5 Protocolo para RT-PCR

Los materiales, solucionesy superficies deben ser libres de RNAsas cuando purifican
y usan RNA; usar guantes y no tocar cabello, piel o superficies potencialmente
contaminadas. Esto no es critico una vez formado el cDNA, pero se tiene que
mantener la esterilidad de las soluciones acuosas (no aplica para los solventes que
deberian manipularse en una campana de extraccion). Después de la extraccion de
ARN total del tejido, debe medirse laconcentraciony purezadel ARN en el nanodrop
y verificar la integridad de este por medio de electroforesis en gel de agarosa. Se
preparan alicuotas de 12 pL que contengan en total 1 ug de ARN conservado a —
70 °C hasta su uso.
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RT

1. Mezcla para ADNCc por reaccion (mezcla RT)

Calentar el ARN 5 mina 65 °Cy luego colocar en hielo.

H,O libre de RNAsas (DEPC) 8.9 uL
Buffer RT (BRL) 5X 6.0 uL
DTT (ditiotreitol) 0.1 M, 10X 3.0 uL
dNTPs 10 mM 0.6 L (200 pM)
Oligos dT 0.5 ug / puL 1.0 uL
RT (BRL) 200 pg / puL 0.5uL
*20 uL

* Se multiplica por el nUmero de tubos que se tengan

2. Resuspender 1.5 pg de ARN en 12 uL de HO libre de RNAsas (DEPC), mezclar

cada tubo y colocar en hielo.
3. Calentar el ARN a 65 °C durante 5 min y colocar en hielo.

4. Centrifugar para bajar lo condensado de la tapa.

5. Agregar la mezclade RT al ARN y homogenizar. Centrifugar e incubar a 37 °C

durante 2 horas.

PCR

6. Mezcla para PCR por reaccién

ADNCc 4.0 uL
H,O bidestilada esteril (DPC) 33.5uL
Buffer Tag ADN polimerasa 10X 5.0 uL
dNTPs 10 mM 1.0 uL
Oligo nucledtidos S (25 pmol) 1.0 uL
Oligo nucledtidos AS (25 pmol) 1.0 uL
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Tag ADN pol 50 uL (al final)

MgCl;

30 mM Biotech

0.5uL
2.5 uL

50 pL

7. Al término de la incubacion de la reaccion de RT tomar 4 uL de esta reacciony

agregarlos a la mezcla de PCR.

8. Colocar los tubos en el termociclador.

Secuencias de oligonucle6tidos

Gen Amplificado 5'-3" Sentido 5'-3" Antisentido Ciclos | Tm

(Pb) C)
CyC 250 GGG GAG AAA GGA TTT GGC TA GGC TGG ATG GCA AGC ATG T 20 64
CyC 503 CGAGCTGTTTGCAGACAAAGTTCC GATGGGGTGGGGGTGCTCTC 20 64
D|02 200 GAT GCT CCC AAT TCC AGT GT AGG CTG GCAGTT GCCTAG TA 27 64
UCpl 396 GGATCAAACCCCGCTACACTG CAGGATCCGAGTCGCAGAAAA 17 64
Pgcla 223 CAG CTC CAA GAC CAG GAA AT | CCC AAG GGT AGC TCAGTT TAT C 26 64
Ad |"b3 105 CTT CCC AGC TAG CCCTGT TG TAG ATC TCC ATG GTC CTT CAT GTG 25 64

Anexo 6 Tabla de datos

PERIODO BAT g/Kg WATe g/Kg WATr g/Kg WATi g/Kg WATtg/Kg Cort ng/mL TSH (ng/mL) T4 (ug/dL) T3 (ng/mL) Temp °C
1.877
0.980
0.955
1.449

L-TA
L-Frio
O-TA
O-Frio

1.45653
1.37380
1.35546
1.53474

23.42079 20.25515 3.20528
17.47951 15.86846 1.70427
18.69418 19.75263 2.77180
18.37923 18.30807 2.22655

46.88121 91.4118 0.590
35.05224 370.199 2.281
41.21862 300.741 0.495
38.91385 313.587 0.709

7.163
7.416
7.332
7.721

Tabla de datos presentada en unidades especificadas de cada muestra/dato después de su
obtencién.
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