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‘ RESUMEN

Los organismos homeotermos endotermos, han desarrollado mecanismos fisioldgicos que
les permiten tolerar la privacion al acceso defrecursos y/o la restriccién caldrica durante
diferentes ventanas temporales. En particular, w[diversas especies de roedores presentan una
respuesta que se ha denominado paraddjica a;nte la restriccion caldrica y estocasticidad
alimentaria, la que consiste en el aumento deI} tamafio del intestino y, un incremento en la
actividad conductual, los cuales implicarfa}n tedricamente reasignar el presupuesto
energético hacia estos procesos. En base a éjstos fendmenos, los objetivos del presente
trabajo fueron: explorar los cambios a nivelz' intestinal desde la dimension celular a la
fisiologia digestiva durante el desarrollo de esta respuesta paradojica; evaluar el modo en
que la disponibilidad de recursos podria cqnstituir un factor ambiental que afecte la
asignacién de energia entre procesos de mantencién y de adquisicién de recursos, y por
tanto, modular la relacién entre las tasas metabdlicas y las conductas exploratorias; e
identificar los procesos de reasignacion de reéursos y el desarrollo de pasos limitantes en
el incrementos de capacidades de adquisicién (cambio intestinal y exploracién
conductual). Para dar cumplimiento a estos objetivos, se aclimatd durante cuatro semanas
a machos adultos de Mus musculus (Balb/c) en cuatro tratamientos alimentarios con dos
factores: dos regimenes caldricos (ad libz‘tu.;n y 60% del consumo en condiciones ad
libitum) 'y dos regimenes peri6dicos (continuo y estocastico). En estos individuos se

analiz6 la proliferacién y muerte celular mediante técnicas de inmunohistoquimica, masas

|
i

y longitudes de 6rganos, actividades de cnzirlnas hidroliticas y contenido calérico de las

heces. Los resultados indican que individuos aclimatados al régimen continuo 60%,
i

Xi




presentaron intestinos de mayor longitud y run menor contenido calérico en las heces.
Ademds, las masas de los intestinos, longitudes intestinales y Ia actividad de n-
aminopepetidasas fueron predichas fuertemente por el coeficiente de estabilizacion del
numero de células en proliferacién (BrdU%?) por cripta intestinal. En base a ello, se
propone que los efectos de la restriccion caldrica, tales como la variacién macroscépica e
|
‘incrementos en la actividad enzimatica, ocurr:ej:n a través de la reduccién de la variabilidad
de proliferacion entre criptas intestinales,; sugiriendo un aumento de procesos de
bifurcacién y trifurcacion de criptas. ”
iw
Respecto a la relacion entre las tasas metabolicas y las conductas exploratorias, se analizé
la conducta en un ambiente conocido y de exi)loracién, junto a rasgos metabdlicos (tasas
metabélicas basales y actividad de enzimas mitocondriales en higado y misculo
esquelético) y la temperatura corporal. Los resultados apoyan la hipdtesis de asignacion
de energia, la cual establece que entre las; tasas de gasto energético y la conducta
exploratoria existen compromisos, En base ajlos resultados obtenidos, se propone que el
. . . f
higado es una pieza clave en la asignacién de.energfa, que estarfa implicada directamente

en los cambios en las tasas de consumo de ioxigeno y temperatura de organismos con

regimenes alimentarios reducidos e impredecibles.

Finalmente, respecto a los compromisos que. permitirian el desarrollo de las respuestas
i

paraddjicas, nuestros resultados indican quejel aumento de las capacidades digestivas

ocurrirfa por medio de la reduccién de las tasas de gasto energético y de la temperatura

corporal. Asi mismo, los cambios en la actividad conductual cotidiana (i.e., en las jaulas

o ambiente conocido), estarian asociados a reducciones de la temperatura corporal. Por

xii




otra parte, se determind que ante estocasticidad alimentaria, la exploracién en un ambiente
desconocido se relacionaria con la acumulacién de reservas en el tejido adiposo, y que la

capacidad locomotora presentaria compromisos con la mejora de capacidades intestinales.

Finalmente, se propone que los ajustes intestinales y conductuales son dependientes de la
reduccion metabdlica y termogénica. No obstante, ante estocasticidad alimentaria se
desarrollarfan compromisos entre las capacidades intestinales y exploratorias. En relacién
al contexto ecolégico, los cambios paradéjicos ebservados en roedores, les otorgarian una
mayor capacidad de sobrellevar la variabilidad ambiental, comparando con otros

endotermos de similar masa corporal y podrian explicar en parte el éxito de la capacidad

invasiva de algunas especies de roedores.




SUMMARY

Endothermic homeothermal organisms have developed physiological mechanisms that
i]

allow them to tolerate deprivation of access to resources and/or caloric restriction during
I

fl

. . . . ] . .
different time windows. In particular, seveﬁgl species of rodents present a paradoxical

response to caloric restriction and food stoc%hasticity, which consists of an increase in
intestine size and an increase in beha.vioralE activity, which would theoretically imply
reallocation the energy budget towards these;r processes. Based on these phenomena, the
objectives of the present study were: to exp&ore changes at the intestinal level from the
cellular dimension to digestive physiology cjiuring the development of this paradoxical
response; evaluate the way in which resource ?vailability could be an environmental factor
that affects the allocation of energy between maintenance and resource acquisition
"
processes and therefore modulate the relationship between metabolic rates and exploratory
behaviors; and identify the processes of resource reallocation and the development of
limiting steps in the acquisition capacity increase (intestipal change and behavioral
exploration). To fulfill these objectives, ad%ult males of Mus musculus (Balb/c) were
acclimated for four weeks in four food treatrri_ents with two factors: two caloric regimens
(ad libitum and 60% of consumption in ad lib?tz:m conditions) and two temporal regimens
(continuous and stochastic). In these indiviciiuals the proliferation and cell death were
analyzed by means of immunohistochemiczfl techniques, organ masses and lengths,
hydrolytic enzyme activities and feces caloric i_content. The results indicate that individuals

acclimated to the continuous regime 60%, presented intestines of greater length and a

lower caloric content in the feces. In addition, intestinal masses, intestinal lengths and n-

Xiv




aminopeptidase activity were strongly prediqted by the coefficient of stabilization of the

number of proliferating cells (BrdU +) by ité;testinal crypt. Based on this, it is proposed

that the effects of caloric restriction, such Eas macroscopic variation and increases in
[

enzymatic activity, occur through the red;uction of proliferation variability among

intestinal crypts, suggesting an increase in bii';!‘.lrcation processes and trifurcation of crypts.

Regarding the relationship between metaboli:r.: rates and exploratory behaviors, behavior
wasanalyzed in a known and exploratory em%ironment, along with metabolic traits (basal
metabolic rates and mitochondrial enzyme ac}itivity in liver and skeletal muscle) and body
temperature. The results support the hypothe%is of energy allocation, which establishes a
trade-off between energy expenditure rates and exploratory behavior. Based on the results
obtained, it is proposed that the liver is a key element in the energy allocation, which
would be directly involved in the changes il the oxygen and temperature consumption

rates of organisms with reduced and unpredictable dietary regimes.

Finally, with regard to the trade-off that would allow the development of paradoxical
responses, our results indicate that the increase of the digestive capacities would occur
through the reduction of energy expenditure rates and body temperature. Also, changes in
daily behavioral activity (i.e., in cages or known environment) would be associated with
reductions in body temperature. On the other hand, it was determined that in the case of
food stochasticity, the exploration in an unk;)own environment would be related to the

accurnulation of reserves in the adipose tissue, and that the locomotor capacity would

. . . e s . "
present compromises with the improvement of intestinal capacities.
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Finally, it is proposed that intestinal and béhavioral adjustments are dependent on the

metabolic and thermogenic reduction. HowéVer, in the case of food stochasticity, trade-

off would be developed between intestinal eind exploratory capacities. In relation to the

ecological context, the paradoxical changes o}}bserved in rodents would give them a greater

capacity to cope with environmental variaksility, comparing with other endotherms of

similar body mass and could explain in part ;tjhe success of the invasive capacity of some

species of rodents.
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INTRODQCCI()N

El acceso a los recursos tréficos por parte de }os consumidores puede ser limitado por la
disponibilidad espacial (fragmentacién del h%bitat o recursos distribuidos en parches) y
por fluctuaciones temporales (Forda et al. %OOI, O'Connor et al. 2009). Ademds, su
obtencién puede ser restringida por interacci(i:)nes ecologicas tales como competencia y
depredacion, pudiendo generar una privacic'i)in temporal de alimento (Mitchell 1990,
Viésquez 1997). Estas variaciones en la diséonibilidad de recursos, a su vez pueden
desencadenar en los consumidores ajustes reveﬁrsibles, que a corto plazo se manifiestan en
modificaciones conductuales y fisiologicas, oriiientadas a evitar que el balance energético
I
en ese periodo de privacién sea negativo iWang et al. 2006, Zhang et al. 2012).
Paralelamente, a un nivel poblacional, estas variaciones en la disponibilidad de recursos
pueden constituir presiones selectivas sobre jrasgos conductuales relacionados con la
obtencién de nuirientes (Dingemanse et al! 2004). En particular, ante variaciones
predecibles a corto plazo, los organismos endotermos pueden desplazarse estacionalmente
en bitsqueda del alimento, lo que ocurre por ejeraplo en aves acuéticas (Pefia-Villalobos
et al., 2012), reducir las tasas de gasto de eneljgia a través del desarrollo de sopor diario,
como ocurre en aves de la familia Trochilidae tCalder 1994, Lopez-Calleja & Bozinovic,
2003) o caer en un estado de hibernacién (s;'opor prolongado) como ocurre en Ursus

americanus (Jivind et al. 2011). Por otra parte, ante variaciones estocésticas (i.e., no

predecibles) en la disponibilidad de recursos, se ha observado una respuesta-denominada




sopor facultativo, presente por ejemplo, en el|marsupial Thylamys elegans (Bozinovic &

Meéndez 1997, Bozinovic et al. 2005, 2007).

Las diversas respuestas organismicas ante estai variabilidad ambiental en la disponibilidad
de alimentos son frecuentemente acompafiadas de ajustes fisiolégicos, que permiten
obtener un balance energético positivo a travé% del desarrollo de compromisos (trade-off),
que implican principalmente una reduccion dcie las tasas metabdlicas y de la temperatura
corporal, y depresion de la actividad termogéni;ica no tiritante, generando una reasignacién
de recursos a otros procesos vitales (Severinse“n & Munch 1999, Wang et al. 2005, Cao et
al. 2009). Estas respuestas a la privacién de aliiimento, documentadas en diversas especies
de mamiferos marsupiales'y euterios (Bozinow;i/ic & Méndez 1997, Bozinovic et al. 2005,
Wang et al. 2005, Bozinovic et al. 2007), imp;ilican ademads una reduccién-- denominada
adaptativa por algunos autores-- de la masa de 6rganos de alto gasto metabdlico y una

disminucion de la actividad conductual (Kar:;tsov & Diamond 1983, Secor et al. 1994,

Carey 2005, Wang et al. 2005, Naya & Bozin(i)vic 2006).

Sin embargo, diversas especies de roedores (ei.g., Mus musculus, Cricetulus barabensis,
Eothenomys miletus) presentan una respuesta écilenominada “paraddjica™ ante la privacién
estocdstica de alimento o reduccidn calérica cie la dieta. Esta consiste en un incremento
de la masa intestinal (Zhao & Cao 2009, Cao eﬁ al. 2009, Zhu et al. 2014) ¥ de la actividad
conductual, locomotora o exploratoria (Severir{sen & Munch 1999, Hebebrand et al. 2003,
Zhao & Cao 2009, Cao et al. 2009, Zhang et aI 2012, Zhu et al. 2014), en paralelo a una

disminucién de las tasas metabélicas basales:y la termogénesis no tiritante (Cao et al.

2009). Con respecto a estas respuestas, se han identificado los mecanismos fisioldgicos y




moleculares que las subyacen. Es interesante que tanto la proliferacién de las células

troncales intestinales (CTI) subyacente a los az:umentos en el tejido intestinal, asf como los
|

— cambios conductuales, serian modulados por ;tial sistema endocrino a través de variaciones
|

mswnsla concentracién hormonas (i|i.e., leptina e insulina) que dan cuenta del

estado energético del organismo (Exner et al. ?OUO, Asakawa et al, 2001, Hebebrand et al.

2003, Holtkamp ct al. 2004, Jensen 2013). |
i

1

Sin embargo, y en un contexto ecologico-evolutivo, no existe informacién respecto al
l

potencial efecto de estas respuestas sobre laif adecuacion biologica (o fitness). Asi, se

desconoce por ejemplo, si la inversién desarﬁollada por roedores en el tejido intestinal
. . . . S .
produce cambios en actividades de enzimas digestivas que expliquen a su vez un aumento
I
en la adquisicién y procesamiento de energl'?. en periodos en que la disponibilidad de

reCurses ¢scasea. ;

Efectos estructurales en el intestino de riloedores restringidos de alimento

il
.
p
.
N
i

Diversos estudios han documentado la existenﬁ:ia de modificaciones mediante plasticidad
fenotipica de la morfologia del intestino en roeiéiores en multiples contextos asociados con
el estrés energético (i.e., altas demandas de e;nergl’a). En este sentido, es extensamente
conocido que los roedores experimentan un al;mento del tamaiio del intestino durante la

lactancia (véase Naya et al. 2007) y que frente a una restriccion cdldrica, el intestino

puede incrementar su tamafio (i.e., longitud y/d masa), tanto en cepas de laboratorio (e.g.,




i
|

“Mus~mus_c_y:’us: C57BL/6J, HsdCpb, Balb/ac) y especies silvestres (e.g., Cricetulus
-‘-\“\ !

barabensis y Eothenomys miletus) (Zhao & C%'ao 2009, Cao et al. 2009, Zhu et al. 2014).

i
|
[
:

[

. i . N
Los factores proximales que subyacen a loﬁs cambios celulares intestinales ante una
i
restriccién caldrica en roedores han sido reportados por Yilmaz et al. (2012), quienes
encontraron que cambios en el estado energético del organismo, son percibidos por una

kinasa maestra del control metabélico, llamada mTORCI, la cual afecta a un tipo celular

presente en las criptas intestinales, las células de Paneth. Este tipo de células, secretan un

i
|

factor paracrino (cADPR) mitogénico ‘haciéij las células troncales intestinales (CTI),
incrementando asi la proliferacién de células en las criptas. Por lo tanto, el estado
energético del organismo, es un factor que determina la proliferacién de CTI y por tanto

la diferenciacion celular a nivel del intestino delgado (Figura 1).

En resumen, a pesar de la evidencia que Qrovicne de los estudios del dmbito eco-
fisioldgico (i.e., plasticidad intestinal asociadé a estrés energético) y las aproximaciones
moleculares (i.e., mecanismos de proliferaciq:n y crecimiento), a la fecha no existe una
mirada integradora de ambas aproximaciogles, que nos permitan tener una clara
perspectiva mecanicista de la variabilidad ambiental, sobre la plasticidad fenotipica del

intestino. k

r!
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Relacion entre tasas.de gasto de energia y conducta exploratoria en
roedores ante variabilidad alimentaria

]

f
La actividad conductual puede ser descrita cﬁ)mo los niveles de actividad general de un

individuo en una situacién familiar, y la exp;;Ioraci(')n, definida como la repuesta de un
individuo a situaciones novedosas (Le Galliar(;i et al, 2013). Esas conductas son asociadas
con la actividad de forrajeo, patrullaje deydefensa territorial, encuentro de parejas
reproductivas y eleccién de hébitat (Reale et:al. 2007, Biro & Stamps 2008, Cote et al.
2010). La exploracion también se define cofho toda la coleccién de comportamientos
aparentemente no dirigidos incluyendo el movimiento a través del espacio, la cual es
incitada por ambientes novedosos (Alyan & Jander 1997). Este carécter fenotipico,
consistiria en un rasgo de personalidad que podria variar a nivel intra-especifico, tal como
la audacia, la agresividad y sociabilidad (Réale et al. 2007). En términos de la actividad
exploratoria de un organismo y su integracion éi:on aspectos de la ecologia evolutiva, se ha
propuesto que la actividad y exploracién han évolucionado por seleccion dependiente de

frecuencia y que tendrian una relacién positiva con la probabilidad de supervivencia

(véase Le Galliard et al, 2013).

Por otro lado, algunos estudios han analizado gmpiricamente la asociacidn entre el gasto
metabdlico y la conducta, aun cuando dichos estudios han enfatizado principalmente la
personalidad de los individuos como un factor determinante (Biro & Stamps 2010, Careau
& Garland, 2012). No obstante, se han descrité diferencias poblacionales en la magnitud

y sentido de la asociaci6n entre la actividad exploratoria y las tasas de gasto energético en




aves (Maldonado et al. 2012), lo que sugiereiié la existencia de efectos ambientales sobre
}

esta asociacion (véase Houston 2010, para un!!a aproximacion teérica).
|
Ademas, a la fecha se desconocen los mecani;?mos que dirigen esta asociacidn y no existe
un consenso sobre cual debiera ser la relaciéniéentre las conductas exploratorias y las tasas
de gasto de energia, como tampoco estd claro la existencia de una relacién causal entre
ambas funciones (Maldonado et al. 2012, Carcau & Garland 2012). Al respecto, se han
planteado al menos cuatro modelos (hay seis, sin embargo dos de ellos son idénticos') con
diferentes grados de apoyo empirico (véase Careau & Garland 2012), que intentan
explicar la asociacién funcional entre rasgos conductuales v las tasas de gasto de energia,
tales como la tasa metabélica de reposo o basal (RMR, BMR). Los modelos propuestos
para explicar la asociacién entre la disponibjlidad de alimento y las tasas de gasto de
energia son: el modelo de asignacion, el de desempefio, el independiente y el modelo de
sustitucion. En breve, el primero de ellos establece una relacién negativa entre las tasas
de gasto energético y la actividad fisica, debido a la existencia de compromisos en la
asignacion de recursos a ambos procesos. El rlrilodelo de desempefio, sugiere una relacién
positiva entre las variables, debido a que individuos con mayores tasas metabdlicas, serfan
capaces de invertir mas energia en actividad locomotora. El modelo independiente sugiere
!

[
que no existe relacién entre ambas variables. Y finalmente, el modelo de sustitucién

establece que en un endotermo situado bajo la temperatura critica inferior, el costo

“11) Modelo de consumo incrementado (= Modelo de desempefio), IT) Modelo de compensacién (=Modelo
de asignacion), III) Modelo independiente, IV) Modelo dc sustitucién. (Véase Careau et al, 2008, Careau
& Garland, 2012). .




energeético asignado a la conducta, es reducido, y no existirfa relacién entre las tasas de

gasto de energfa y actividad fisica (Careau et:al. 2008, Careau & Garland 2012).

En términos fisioclogicos, se ha observado que la conducta asociada a la bisqueda de
alimento y a la actividad fisica esponténea, esta modulada por la accién de hormonas y
neuropéptidos sobre centros de integracion en ¢l 4rea lateral hipotalamica (Silva et al.,
2009). Esta area del cerebro generarfa las. respuestas descritas ante una restriccién
calérica. En este sentido, se ha observado que algunos roedores experimentan
hiperactividad inducida por semi-inanicién (Rliussell et al. 1987, Morse et al. 1995), junto
con la pérdida de peso asociadas a una répida;declinacién en la secrecién de leptina (i.e.,
hormona secretada por adipocitos) ante unaj restriccidn calérica. Esta disminucion de
leptina, ademis de insulina y hormonas gastrointestinales, induce respuestas que modulan
el balance energético (ingesta y conductas d:e forrajeo), por medio de su accidn sobre
poblaciones neuronales del hipotdlamo (drea hipotaldmico lateral). Incluso en humanos,
la hipoleptinemia contribuye con la hiperactividad frecuentemente asociada a la anorexia

nerviosa (Exner et al. 2000). T:

Aun cuando se ha documentado que la priv;?cién estocdstica de alimento produce un
aumento de la frecuencia de la conducta locoﬁqotora o exploratoria (mediada a través de
una respuesta neuroendocrina), junto a una disminucién de las tasas metabélicas, es
desconocido si estas funciones presentan compromisos entre ellas, o si esta potencial
relacién puede ser modificada por cambios e:rix la disponibilidad de recursos. Luego, es

relevante evaluar la existencia de una asociacion funcional entre las tasas de gasto

energético y la conducta exploratoria o actividad, dado que podria dar cuenta de la




. . . . e s . . .
existencia de compromisostn la asignacionide energfa, hacia procesos de exploracidn,

I
Il

I
relacionados-con {a adquisicion de informacién y el forrajeo, ante diferentes escenarios de

disponibilidad de alimento.

i
0

I

i

Compromisos y reasignaciones de energia generados ante variacion en la
. L7 ey . !
disponibilidad de alimento en roedores.!l
I:
|

!
Los organismos homeotermos endotermos, han desarrollado mecanismos fisiologicos que
les permiten tolerar la privacion al acceso de recursos y/o la restriccién calérica durante
diferentes ventanas temporales. Como se menciond, diversas especies de roedores
presentan una respuesta que se ha denominac;l;o paraddjica ante la restriccién calérica, la
cual consiste en el aumento del tamafio del i?intestino y un incremento en la actividad
conductual, los cuales implicarian te6ricamente reasignar el presupuesto energético hacia

€stos procesos. '

Variaciones en la ingesta de alimento, inducen cambios en los niveles plasméticos de

hormonas relacionadas con la respuesta sistémica a la circulacién de nutrientes (e.g.,

leptina, insulina, ghrelina), las cuales permiten una adecuada respuesta orientada a la

acumulacion de reservas o a la modulacién{lde actividades catabélicas (Speakman &
;|

Mitchell 2011, Jensen et al. 2013).

Bajo el supuesto de la existencia de presupuestos energéticos limitados, se han propuesto

modelos explicativos de la manera en que se adquiere y se asigna la energfa, a las distintas

funciones bioldgicas en un organismo (Zera & Harshman 2001). Uno de los modelos

10
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conceptuales, es el modelo del barril (Weineﬁ' 1992), el cual indica que los procesos de

adquisicién de cnergia se encuentran en serie!(i.e., son secuenciales). Asi, el forrajeo de

i

un animal, precede a la digestion y a su vez este proceso, es segnido por la absorcién de
;:

nutrientes. Esta relacién en serie, estableceria que al reducir su funcionamiento, un

proceso predecesor limitarfa los sustratos empleados por uno posterior (ya sea digestién o
il

absorcion). De este modo, la adquisicién d? recursos se presenta como una relacion

secuencial de procesos fisiolégicos y conductti;lales. Bajo esta logica, esta secuencia en la

obtencién de materia y energia, podria serj equivalente al modelo de optimizacién,
K

propuesto por Taylor y Weibel (1981) para el

!sistema respiratorio de mamiferos, el cual
bajo la hipotesis de symmorphosis o disefio éﬁtimo, establece que no deberia existir mas
estructura (o funcion), que aquella que permite satisfacer los requerimientos del
organismo, tal como se ha observado en los E.procesos digestivos de rumiantes y peces
(Hofmann 1989, Zeng et al. 2012). En particular, ante una variacion estocdstica de
alimento, se desconoce la existencia de una as?ciacién funcional entre la proliferacién de
las CTI (relacionada con la absorcién dej nutrientes), y la actividad locomotora
(relacionada con la obtencidn de informacién }',; el forrajeo), que en conjunto aumenten las
capacidades de incorporacién de energfa, sin una inversién en exceso o innecesaria en

alguno de los procesos involucrados. )

Dado lo anterior, el propdsito de este trabajo fue explorar la existencia de compromisos
entre variables fisioldgicas (e. g., metabolismo, termogénesis, recambio celular, conducta

. , o . e, . e
entre otras) y las reasignaciones de energia 1”ndu01das por la privacién estocdstica del
| .

11




alimento y la restriccion calérica, evaluando estas respuestas paraddjicas y las relaciones

T . s 4 s
entre los camb;gs fisiologicos y conductuales:

Resumiendo, a través del analisis de tres higétesis, este estudio pretendié explorar Jas
consecuencias de la variabilidad en la disponibilidad de alimento sobre diversos aspectos
de la morfologia intestinal, fisiologia y conducta de los roedores, con énfasis en la
comprension del desarrollo de las respuestas paradéjicas, observadas tinicamente en este

grupo de mamiferos.

12




HIPOTESIS

Hipotesis I: Debido a que la restriccidn calérica induce cambios a niveles celulares y
macroscopicos en el intestino, entonces deberia existir una relacién entre parametros

histolégicos y otros de indole macroscépica y funcional.

Predicciones

L Animales sometidos a estocasticidad de disponibilidad de alimento o a dietas bajas
en calorias, presentardn aumentos en la proliferacion celular y esta a su vez se deberia
relacionar positivamente con pardmetros macroscopicos (e.g., masa y/o longitud del

intestino delgado).

A

13




Objetivos ggneral es i

L. Evaluar qué tipo de régimen aIime%‘)tario induce plasticidad intestinal a nivel

)
celular, macroscopico y funcional. Ademzﬁis determinar la temporalidad de dichos

cambios.

2. . Analizar en qué manera la proliferaci?n celular de las CT1I est4 relacionada con la
g

é‘
varlacion macroscopica del intestino a nive] morfolégico y explorar los efectos de la

. . . ol -
proliferacion celular sobre las capacidades digestivas.
:

Objetivos especificos

1. Evaluar qué tipo de régimen alimentario (cuatro tratamientos, con dos factores:
.

calorfas y periodicidad) pueden inducir cambios en la proliferacién y muerte celular
intestinal mediante técnicas inmunohistoquimicas, variaciones en masa y/ longitud del

intestino. Ademds, identificar la dindmica tem;poral de la plasticidad intestinal.

2. Analizar de qué manera la proliferacién celular se relaciona con la variacién

macroscopica del intestino a nivel morfol6gico y explorar los efectos de la proliferacion

celular sobre las capacidades digestivas, por m;edio del andlisis de enzimas hidroliticas (n-

;
aminopeptidasas, sacarasa y maltasa) y el anél&s:s del contenido caldrico de las heces.
|
It
I
it
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Hipétesis II: Debido a que la privacién estocistica de alimento reduciria las tasas
i

metabdlicas e incrementaria la conducta locomotora o exploratoria en roedores, se

hipotetiza que la disponibilidad de recursos es un factor ambiental que puede modificar la

asignaci6n de energia entre procesos de mantencién y de adquisicién de recursos, y por

tanto, puede modular la relacién entre las tasas metabélicas y las conductas exploratorias.

Ll

Predicciones

1. Roedores sometidos a ambientes con estocasticidad alimenticia o bajo contenido
calérico presentardn correlaciones negativas entre la actividad locomotora o exploratoria
y las tasas de gasto energético (tasas metaboélicas). Por su parte, animales bajo regimenes

de alimentacién constante o de alto contenido cal6rico, no presentardn una asociacién

entre estas variables, debido a que no existirfan las sefiales ambientales que provoquen
i

|
I

cambios conductuales, ni compromisos energéticos.




Objetivos generales

1. Analizar la relacién entre la conducta |exploratoria y las tasas de gasto energético,

|
en funcién de la disponibilidad de recursos. »

Objetivos especificos

1. Analizar la potencial correlacién entre!]a actividad locomotora o exploratoria y las

tasas de gasto energético (tasas metabdlicas) y;;cémo esta podria ser modulada en distintos

regimenes alimentarios. |

i6




Hipotesis III: Debido a que la privacién e:stocéstica de alimento generaria respuestas

paraddjicas, en donde los roedores aumentaliiian la proliferacion de las células troncales

intestinales y la actividad locomotora, se hipotetiza que estas respuestas ocurririan por
W

medio de compromisos energéticos, a expensas de la reduccién de la actividad
i

termogénica no tiritante, la actividad metabé]llica de érganos de alto gasto energético y la
f

it
tasa metabolica basal.  Ademds, estas | reasignaciones de energia, permitirian
i

conjuntamente aumentar las capacidades de iﬁlcorporacién de nutrientes y energia ante la

disponibilidad de recursos.
Predicciones

L Animales sometidos a estocasticidad de disponibilidad de alimento o d dietas bajas
en calorfas, presentardn correlaciones negativas, entre las variables relacionadas con
capacidades de adquisicion de energfa (actividades catabélicas de apéndices locomotores,
conducta exploratoria, proliferacion celular in;testinal, actividades enzimdticas digestivas
y contenido caldrico de las heces) y las variables no asociadas a la adquisicién de recursos

(termogénesis no tiritante, catabolismo en higado y temperatura corporal).

I Animales sometidos a estocasticidad ‘alimentaria o a dietas de bajo contenido
calérico, presentaran asociaciones positivas efitre los procesos de adquisicién de energia

asociadas al forrajeo (conducta exp]orato;r:ia, actividad catabdlica de apéndices

M
'
N
|
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locomotores), y la absorcién o digestion (a‘f:tividad proliferativa intestinal, actividades

enzimaticas digestivas, contenido calérico de las heces).

Objetivos generales

L. Determinar si las respuestas fisiolégicas que disminuyen su magnitud ante
privacién estocdstica de alimento, constituyen.compromisos orientados a una reasignacion

de energia hacia procesos de adquisicién. |

2. Evaluar si los cambios intestinales (cqlulares y bioquimicos) y conductuales, que
ocurren ante estocasticidad alimenticia, estan correlacionados funcionalmente, y como

estos cambios se asocian con el procesamiento de materia y energia.

Objetivos especificos

1. Analizar en distintos regimenes alimentarios (continuos y cstocasticos; con
diferentes contenidos caldricos), el desarrollo de compromisos entre variables
relacionadas con capacidades de adquisicién de energia (actividad catabélica de apéndices

locomotores, conducta exploratoria, proliferacion celular intestinal actividad enzimética

digestiva, contenido calérico de las heces) y re:lquerlmlentos no asociados a la adquisicién




de real%s(tegcigéne‘sis no tiritante, temperatura corporal, catabolismo en higado, tasas

de gasto energético). i

2. Determinar la existencia de una relacicén positiva entre los procesos de adquisicion

de energia relacionadas al forrajeo (actividad catabélica de misculo de apéndices

locomotores y conducta exploratoria), dig;estién (actividad de n-aminopeptidasas,

disacaridasas intestinales; sacarosa y maltai%;a) y absorcién (proliferacion de células
!

troncales intestinales y contenido caldrico de las heces), en roedores sometidos a distintos

regimenes alimenticios (continuos y estocdsticos; y con diferentes contenidos cal6ricos).
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MATERIALES Y METODOS

Disefio experimental

1
i

[
Este trabajo cuenta con la aprobacién del Prg)tocolo de Manejo de Especies Vivas Para
Experimentacién y Bioseguridad, por parte de;ll Comité de Etica de la Facultad de Ciencias

l
de la Universidad de Chile.

1|
Como modelo de estudio se utilizaron mac:hos adultos Mus musculus (cepa Balb/c),
debido a que en esta especie se han realize:do multiples estudios de estocasticidad y
privacion de alimento, en los cuales desarrolla los cambios denominados como
paradojales (Holmes & Mistlberger 2000, Cao et al. 2009, Zhao et al. 2010). Se empled

solo individuos de este sexo, con el objetivo de reducir la variabilidad metabélica en

términos del desarrollo de ciclos reproductivos.

l
Con el objeto de someter a prueba las hipétesis, se desarrolld un experimento durante 20

dias en un tratamiento agudo a 25°C (12:12, I;uz: oscuridad), donde roedores de 3 meses
de edad’ fueron sometidos a alimentacién continua en dos regimenes caloricos, y una
privacién estocdstica de alimento (alimentacién tres veces por semana, en donde se
determinaron aleatoria e individualmente los Qias de acceso al alimento, véase Tabla 1) a

]
dos regimenes caldricos (i.e., cuatro tratamientos de contenido calrico/periodicidad;

2 Tanto los individuos utilizados, asf como sus progenitores provienen de una condicidn de alimentacidn
ad libitum con el mismo tipo de alimento empleado enteste estudio (Prolab RMH 300, Labdiet).

21




véase Tm individuos fueron aclirr}[atados en jaulas individuales (25 x 15 x 15
!
cm), sin viruta y sobre rejillas metdlicas, ci:fon el objetivo de impedir la coprofagia y
mecanismos conductuales de regulacién téff;mica. Ademds, fueron aclimatados bajo la
zona termo neutral con el objeto de reducir Ia capacidad de generar reservas de energia.
|
Luego del periodo de aclimatacidn, se inyectc'):gde manera intraperitoneal 80 pL del andlogo
de timidina, BrdU 20 mg/mL (Sigma), generando un pulso de una hora antes del sacrificio
(por medio de dislocacién cervical), tras lo cﬁal los 6rganos fueron removidos y masados
( 0,001g). Posteriormente, se registré la longitud del intestino y este fue seccionado
transversalmente en tres sesiones de igual ‘tamafio. F inalmente, el primer tercio del
intestino (duodeno y parte del yeyuno) fue cq"rtado longitudinalmente, dejando una mitad
para andlisis enzimdtico almacenado a -80°C|§y la otra fue fijada en PFA al 4% a 4°C por

2 horas tiempo para posteriores analisis histoldgicos.
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Tabla 1. Disefio experimental. Machos adultos de Mus musculus (Balb/c), durante 20

dias fueron aclimatados a cuatro condiciones experimentales a partir de dos periodicidades
i

de alimentacién (continua y estocdstica) y dos regimenes caléricos (ad libitum y al 60%)
I

[
i

Alimentacion Ingesta caldrica semanal*
Estocastica*** “ 100%* 70 g semanales
Estocastica 60%** 42 g semanales
Continua | “ 100% 70 g semanales
Continua 60% 4% g semanales

*En relacion al gasto energético evaluado a 2§°C, tal que la acumulacién de reservas sea
1
minima. ** Valor empleado por Yilmaz et al. 2012, ***Alimentacién aleatoria 3 veces

por semana. Alimento utilizado: Prolab RMH:300 (Labdiet) deshidratado.
I

A continuacién se presentan los métodos diw:irididos en dos secciones, la primera tiene
relacién con la medicién de variables asociadas con la mantencién del organismo (i) y la

segunda, con variables relacionadas con la adquisicion de energia (ii).

23




i) Variables asociadas con la mantencién del organismo

Determinacion de Tasa Metabélica Basal (BMR)

Las mediciones de BMR, fueron realizadas al inicio y final de la aclimatacién, mediante
la determinacién del consumo de oxigeno envanimales en estado post absortivo, durante
- la fase inactiva y en la zona termoneutral empleando un sistema estdndar de respirometria
abierta. En este procedimiento, los roedores fueron pesados empleando una balanza
electrénica Shimadzu AUX220 (2 0,001 g) y'puestos en cdmaras metabdlicas de acrilico
transparente (0,75 L), luego ubicados en una cabina iluminada y con temperatura
controlada (Sable Systems, Henderson, Nevada) a temperatura constante (Ta = 30 £ 0,5
°C). La cdmara metabodlica recibié aire seco a 500 mL min™'. El aire excurrente fue pasado
através de columnas de Diedrite y Baralyme (granulos absorbentes de CO:) antes de pasar
a través de un analizador de Oz (model FoxBox, Sable System, Henderson, Nevada)
calibrado con una mezcla de oxigeno (20%) y nitrégeno (80%) que fue certificado por
cromatografia (INDURA, Chile). Las mediciones y protocolos de calibracién se realizaron
siguiendo a Williams & Tieleman (2000). Debido a que el vapor de agua y el CO- fueron
eliminados antes de ingresar al analizador de O3, el consumo de oxigeno fue calculado
como [Withers (1977: p 122)]: VO, = [FR*60*(F; Oz — Fe 02))/(1-F; O,), donde FR es la
tasa de flujo en mL/min, y Fi y Fe son las concentraciones fraccionales de O que ingresan

y salen de la cimara metabdlica, respectivamente. La sefial originada en el analizador de
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oxigeno (%) y el flujémetro fue digitalizada.empleando el sistema Universal Interface II
(Sable Systems) y fue registrado en un computador personal empleando el software de
adquisicion de datos EXPEDATA (Sable S)@stems). El intervalo de muestreo fue de 1 s.

Los individuos fueron mantenidos en las cdmaras desde 9:00 a 15:00 horas.

Enzimas metabélicas

Reactivos

Los reactivos quimicos que se utilizaron parailos ensayos de CCO y CS fueron obtenidos

de Sigma-Aldrich (Santiago, Chile) y son los siguientes:

Empleados en soluciones amortiguadoras: Fosfato de potasio monobisico, Fosfato de
potasio dibasico, Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), 2-Amino-2-(hydroxymethyl)-
1,3-propanediol (Tris). Reactivos empleados en el ensayo de enzimético: DI.-
Dithiothreitol (DTT), Citocromo C de corazén equino, Acetil Coenzima A, 5,5'-Dithiobis

(4cido 2-nitrobenzoico) (DTNB), 4cido oxalo%cético.

Preparacicn de extractos de tefido
|
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Las determinaciones de actividad enzimética,;ise realizaron con homogenizados de tejidos
muscular y hepatico. Para elléfinmediatamen;{te después de su sacrificio, se diseccioné en
hielo el higado y la musculatura presente en las extremidades inferiores (biceps femoris,
gracilis, semitendinosus, rectus femoris, tibialis anterior y vastus lateralis). Los tejidos

fueron almacenados a -80°C, en espera de la realizacién de los ensayos enzimaticos.
|

Una porcion de tejido a analizar fue puesta en 10 veces su volumen en una disolucién
amortiguadora (Buffer fosfato 0,1 M y EDTA? 0,002 M), luego, estas se homogeneizaron
empleando un homogeneizador Ultra-turrax T25 (Janke & Kunkel) a 20000 rpm. Para
acceder a las proteinas presentes en la membrana mitocondrial interna, el homogeneizado
resultante fue tratado con ultra sonido en un sonicador Sonics (Vibra cell) con una
configuracién de 20 segundos on, 30 segundosioff y una amplitud del 40%, posteriormente
se separd una fase acuosa de otra solida empleando una centrifuga (Bodeco M-240R) a
una temperatura de 4°C a 14000 rpm durante 15 minutos. Tras la centrifugacidn, se colecté
el sobrenadante, el cual se almacené en hielo hasta la realizacién de los ensayos

enziméticos.

Actividad de Citocromo oxidasa
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!
Con objeto de determinar la funcionalidad de la mitocondria, la actividad de la enzima
citocromo oxidada fue medida a 550 nm deF acuerdo a Berry & Trupower (1987). Los
ensayos fueron realizados en un volumen iiﬁnal de 200 pL a 25°C, empleando un

espectrofotometro Thermo Scientifiy ¢ MuI:tiskan GO, en un medio de reaccién que

i

contenia buffer enzima (Tris-HC! 10 mM pI;rI=7, sacarosa 250 mM), buffer de ensayo
(Tris-HC1 10 mM pH=7, NaCl 120 mM) y mlflestra. La reaccion enzimatica se inicié tras

\
agregar Citocromo ¢ reducido con DTT (Dith}othreitol).

I
|
‘.
Actividad de Citrato sintasa ‘
‘!

¢
La actividad de citrato sintasa fue medida a 412 nm (Srere, 1969). Los ensayos fueron
realizados en un volumen final de 200 jiL Eja 25°C, empleando un espectrofotémetro
Thermo Scientific Multiskan GO, en un medioﬁ?de reaccion que contenfa 10 mM Tris/HCI,
pH 8.0, 10 mM éacido 5,5° ditiobis-(2 nitrobeélzoico) (DTNB), 30 mM Acetil Coenzima

A (acetil CoA) y 10 mM écido oxaloacético. La reaccién enzimatica se inicié tras agregar

acetil CoA.
Capacidades termogénicas

0
Registro continuo de temperatura
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Con el objetivo de analizar la temperatura ;;superﬁcial de los animales durante toda la
aclimatacion, se instalaron en el dorso de cadé. individuo data-logger (3 g) de temperatura
(I-Buttons modglrf);l921L, Dailas Semi-cpnductors, USA) (Brown & Downs 2006,
Bozinovic et al., 2007). Los sensores registraron la temperatura de la piel de los animales
cada 30 minutos durante 20 dias (el menor*‘ﬁintervalo considerando las limitaciones de
almacenamiento de datos de los data—loggenj:). Luego del sacrificio de los animales, los

sensores fueron extraidos y analizados con jt:al software OneWireViewer (0.3.17.44). A
I
!

partir de la informaci6n colectada se calcul6 las temperaturas minimas, méximas y

promedios,

Termogénesis no tiritante

|
Con ¢l objetivo de analizar las capacidades termogénicas independientes de Ia actividad
muscular, se midié la capacidad termogénica no tiritante mediante la administracién de
norepinefrina (norepinefrina bitartrato, Sigma-AIdrich) y el registro de consumo de
oxigeno posterior. Para ello, se registr durante una hora la tasa metabélica a 25°C en un
sistema de respirometria abierto, y luego se administrd aproximadamente 0,02 mg de

norepinefrina en un volumen de 100 pL (Wunder & Gettinger 1996), por medio de una

inyeccion subcuténea supraescapular a cada individuo (Heldmaier et al., 1971). Finalmente
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T R T T

N , L,
se registrd el consumo de oxigeno tras la inyeccién durante una hora a 25°C (Zhu et al.
i

2010).

I
1) Variables relacionadas con la adqwq'llc:orz de energia

_ . S 1
Andlisis de enzimas digestivas |
N-amino peptidasas

El tejido fue homogeneizado durante 30 segundos en un homogeneizador Ultra Turrax
T25 en 20 voliimenes de una solucién 0,9% g\laCI. Se midid la actividad enzimatica en
homogeneizado del tejido con el objetivo d;; evitar la subestimacion de actividad. El
ensayo de N- aminopeptidasa se realizé usaﬂ&o L-alanina-p nitroanilina como sustrato.
Brevemente, 7 pL. de homogeneizado diluido con una solucion 0,9% NaCl, fue mezclada
con 67 mL de mezcla de ensayo (2,04 mM L-alanina-p nitroanilina en 0,2 M
Nal;PO4/Na;HPOq4, pH7). La reaccioén fue iﬁlcubada a 37°C y detenida después de 10
minutos usando 126 pL de zii:ido acético frio 2: M, y la absorbancia fue medida a 384 nm.
El contenido de proteinas del homogeneizado'i;#ltestinal fue determinado usando el método
de Bradford. Luego, Ia actividad enzimdtica fuc estandarizada por gramo de tejido de

ii
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'
intestino y por gramo de proteina (Sabat et al; 1998), y las actividades fueron presentadas
como actividad hidrolitica estandarizada UI g™ tejido hiimedo y Ul mg™! proteina (donde

Ul=pmol hidrolizado min™). 4
i

3
|

g
4

|
Disacaridasas: maltasa y sacaliasa

E

i.
La actividad de las disacaridasas maltasa y sf_;carasa, fueron determinadas de acuerdo al
método de Dahlqvist (1964), modificado por; Martinez del Rio (1990). Brevemente, el
tejido homogeneizado 7 pL fueron incubados a 37°C con 7 pL de soluciones de
disacaridos (maltosa o sucrosa) 56 mmol L‘I;‘ en buffer 0,1 M Maleato/NaOH, pH 6,5,
Después de 10 minutos, la reaccién fue detanida afiadiendo 186 pl de una solucién de
detencidn y revelado (una botella de GODPAD (Valtek) en 250 mL 0,1 M TRIS/HCI, pH
7). La absorbancia fue medida a 505 nm con un espectrofotémetro Thermo Scientific
Muitiskan GO después de 18 minutos a 20°C. ;_Las actividades enziméticas estandarizadas
fueron calculadas en base a la absorbancia. El‘jcontenido de proteinas del homogeneizado
intestinal fue determinado usando el método de Bradford. Luego, la actividad enzimética
fue estandarizada por gramo de tejido de intestino y por gramo de proteina (Sabat et al.

1998), y las actividades fueron presentadas C(ijmo actividad hidrolitica estandarizada Ul

g™ tejido himedo y Ul mg 'proteina (donde Ul=pmol hidrolizado min™).
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Andlisis de proliferacion celular intestinal: Inmunohistoquimica

Luego de ser fijado, ¢l tejido se deshidrato dﬁlrante 12 horas en una solucion de sacarosa
i

al 30% y fue montado en OCT y almacen%do a -80°C. Los bloques de OCT fueron
!
cortados empleando un criostato a un grosor de 14 pm y fueron almacenados a -20°C.

E!
Con el objetivo de analizar la proIiferaciénig de las células del intestino, se evalud la
incorporacion de BrdU (5-bromo-Z'—deoxyuridina, un marcador de proliferacién celular
andlogo de la timidina) en las células de las cxi*éiptas de Lieberkiihn, por medio de técnicas
de histologia (Yilmaz et al. 2012, Takashima et al. 2013). Ademds se evaliio proliferacion
detectando la presencia de histona fosforilada:(Anti fosfohistona H3, Merck Millipore) y
se determind expresion de caspasa clivada-3 para evaluar muerte celular (Cell Signaling).
Brevemente, los portaobjetos fueron lavados ‘ldurante 5 minutos en PBT (PBS + Tritén
0,1%), luego se inhibié la actividad de peroxidasa enddgena durante 5 minutos empleando
una solucién de metanol y H202 0,3%. Posteriormente se lavaron las muestras con PBT y
se realiz6 un protocolo de desenmascaramient{a de epitopos, sumergiendo las muestras en
una solucién de buffer citrato 10 mM/ EDTJ% 1mM (pH 6) durante una hora a 80°C y
luego durante dos minutos en una solucién d;e NaBH4 0,1%. Luego con el objetivo de
desnaturalizar el ADN de las muestras, se sumérgieron los portaobjetos en HC12N a 37°C
durante 30 minutos y se neutralizé con Na2¥3407 0,1 M (pH 8,5) durante 5 minutos.
Posteriormente se bloqued utilizando suero d(;"!: un kit ABC (R.T.U Vectastain), durante

una hora y se incubé con anticuerpo prfinario 1:100 Monoclonal Mouse Anti-

Bromodeuxyridine Clone Bu20a (Dako) durarite 12 horas a 4°C. Posteriormente, se lavé

| 31




el exceso de anticuerpo primario y se aﬁadi(} el anticuerpo secundario kit ABC (R.T.U

. .. . .
Vectastain), durante una hora a temperatura ambiente, para luego affadir una solucién con
|

el complejo avidina biotina (R.T.U Vectai;tain) durante 30 minutos a temperatura

ambiente. Finalmente Iuego de lavar con HBT, se revel6 la presencia del anticuerpo
i
il

secundario por medio de DAB (diaminoben:cidina) 1:10, durante 6 minutos. Tras este

procedimiento se tifieron los niicleos con her:natoxilina (1:10) durante 30 segundos y se

1
deshidrataron las muestras usando una bateriai;de alcoholes y se mont6 con medio Entellan

i

(Merck Millipore). Se analizaron 3 individuoé; por tratamiento y se contabilizo el nlimero
i
’ . . . !. . T
de células marcadas por cripta intestinal, consplderando al azar 36 criptas por individuo.

Contenido calorico de las heces |

'
I
I

fecales de los individuos, al comienzo y al

Se analizo el contenido cal6rico de las heces
finalizar la aclimatacién. Brevemente, las muii:stras fueron colectadas durante un mismo
dia para los cuatro tratamientos y estas fueronéjsecadas durante una semana a 60°C en una
estufa eléctrica (Universal Oven UN55 Memmert). Luego que se extrajo la totalidad de
agua contenida en ellas, se maso el total colt;actado empleando una balanza electrénica
Shimadzu AUX220 (= 0,001 g) y se midi6 el éontenido calérico presente en un gramo de
heces fecales tomados al azar (Boily et al. 200% Yen et al. 2009), por medio de una bomba

calorimétrica 1261 Parr (Bartheld et al. 2015).
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Conducta-

» ft

Conducta en un ambiente conocido

Mediante filmaciones, se analiz la actividadidesarrollada en un ambiente conocido (i.e.,
jaulas en donde fueron aclimatados los iéxdividuos) al comenzar y al finalizar la
aclimatacion. En breve, los roedores fueron filmados durante 10 minutos, en fase de
actividad (21:00 a 02:00 horas) en oscuriﬂad absoluta. Los registros se realizaron
empleando una camara infrarroja (Wanscam I;fIWOOZG) ubicada a 1,5 metros por sobre las
Jjaulas en un soporte articulado. La cdmara se ébnecté a un computador personal, dispuesto

en una sala contigua en donde se registraron las filmaciones.

Luego, las conductas presentes en las filmaciones fueron analizadas por medio del
software BORIS (Behavioral Observation Research Interactive Software) (Friard &
Gamba 2016}, cuantificando el tiempo destinado a cuatro categorias: actividad general,
alimentacién, aseo y comportamientos de descanso (Speakman et al, 2001, Zhu et al.

2014). 1.
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Conducta exploratoria

Se midié.1a conducta exploratoria a través de un test de campo abierto (Careau et a. 2009)
al comienzo y al final de la aclimatacién. Para ello, se empleé un cajon cuadrado de
acrilico (espesor de 2 mm) de color blanco, con una superficie interna de 1 m? y altura de
30 cm. Estas mediciones se desarrollaron en fase de actividad (21:00 a 02:00) como se
describe brevemente: al comenzar la medicién los roedores eran situados al centro del
campo y durante 10 minutos fueron ﬁlma:ios en oscuridad empleando una cdmara
infrarroja (Wanscam HW0026) ubicada a 2 metros por sobre la arena de exploracidn, en

un soporte articulado. La cdmara se conect6 aun computador personal, dispuesto en una

sala contigua en donde se registraron las filmaciones.

I
Entre cada sesién la superficie fue completamente limpiada con etanol al 70%. Se

considerd el correr o caminar, como un indice de exploracién (Wilson et al. 1976), por lo

tanto, se analiz6 la distancia recorrida, el tiempo de permanencia al centro de la arena y el
Il

tiempo destinado al ingresar al centro de la arena, empleando el software Phobos (Telonis

& Margarity 2015).
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Analisis Estadistico

)
1

Los promedios de las variables morfoldgicas iy bioquimicas de los diferentes tratamientos
— Il

)
{ueron comparados a través de ANOVA de L%:na via, ANOVA factorial y ANCOVA. En

. . i .
los casos en que las variables con:elacmnar&{m con la masa corporal, se analizaron los

residuos de masas y variables fisiologicas para los andlisis de regresién. Ademas, se

I

evalu6 la existencia de posibles asociaciones ?ntre las variables relacionadas con las tasas
L

de gasto de energia y aquellas variables reilacionadas con la exploracién y actividad

i
N

general, por medio de correlaciones simples :@e Pearson. Para los anélisis, se emplearon

los residuos de la masa corporal sobre aquells%s variables que co-variaron con la masa del

individuo. \

i
I

La distribucién de las células marcadas con los anticuergos i.e., BrdU, Caspasa o histona
i rp p

fosforilada), fue analizada por medio de la comparacién de sus distribuciones, empleando

la prueba de Kolmogorov-Smirnov con correccién de Bonferroni.
!
Con el objetivo de analizar la variabilidad en ‘1:31 numero de marcas positivas entre criptas

i
en el andlisis estadistico, se calculd el coeféciente de estabilizacién (CoE) para cada
individuo. Este calculo consiste en el reciprocé del coeficiente de variacién (Liu & Zheng
1989). Luego, un alto valor de CoE, significa que el tejido presenta criptas que responden
homogéneamente a los procesos celulares (e.é., presenta poca variabilidad en el nimero

|
de células marcadas).
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Con el objetivo de explorar las relaciones) causales entre procesos de mantencién y
;

|
adquisicion, se desarroll un anélisis de ecuaciones estructurales (path analysis) a través
!

del método de minimos cuadrados parciales (.$;’tructural Equation Models using the Partial

Least Sqguares: SEMPLS). Este andlisis requiére de un niimero minimo de individuos por
tratamiento, es por ello que sdlo se analizaron variables cuantificadas en el total de
individuos, quedando fuera de él los datos en;ziméticos (24 individuos) e histoldgicos (12
individuos). Finalmente, se realizé un anélisis multi-grupo, donde se compararon las
interacciones entre variables latentes y efectc:},s indirectos obtenidas en cada tratamiento.
Todas las interacciones entre variables y pa;rémetros de robustez, fueron analizadas a
través de 500 bootstraps. Los anélisis se desairrollaron en el programa SmartPLS (Ringle

et al. 2015) y Statistica 7.
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RESULTADOS

Efectos de la variabilidad alimentaria a nivel intestinal

Morfologia

Tras la aclimataci6n a diferentes condiciones alimentarias se observé que los roedores
' presentaron diferencias en el tamafio del intestino delgado (ANCOVA Fg, 28=3,420,
p=0,030). Especificamente, el grupo aclimatado a una dieta constante al 60% de la ingesta
méxima, presenté en promedio intestinos 9,5% mas largos que el resto de los tratamientos.
Del mismo modo, el andlisis de los residuos de la masa del intestino indicé que los
individuos aclimatados al tratamiento de alimentacién al 60% (en adelante C-60 o E-60)
presentaron intestinos de mayor longitud (ANOVA de dos vias F(, 426,825, p=0,012,
Figura 2). Los residuos de la masa y longitud:intestinal correlacionaron positivamente al
considerar todos los individuos, explicando law; longitud en un 20% a través de la masa (r*
= 0,220; r = 0,469; p =0,001, Figura 3). Paralelamente, el grupo de ratones alimentados
ad libitum y continuamente (C-100) presentaron menor acumulacién de tejido adiposo
inguinal y menor acumulaci6n de tejido adiposo epididimal que los grupos C-60 y E-100.
Ademds, el grupo C-100 presenté 6rganos reproductivos mayores que E-60 y una menor

masa del estdmago que C-60. Finalmente, este tltimo grupo mostré un bazo de mayor
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masa que los animales que se aclimataron al r:iégimen E-60 (Ver todas las comparaciones

en la tabla 3). *|

il

Residuos longitud intestino
o

A

E-100 C-60

C-100 E-60

Figura 2. Comparaci6n de residuos de longitudes de intestinos de machos adultos de Mus

musculus (Balb/c) aclimatados durante 20 dias a cuatro tratamientos con dos factores:

regimenes caléricos (ad libitum y 60%) y|dos regimenes periddicos (continuos y
I

estocasticos).

41




® Estocastico100%
@ Estocastico 60% )
Continuo 100% O 0O
O Continuo 60%
Q
£ 957
k7]
9
£
]
2 0
(®)]
o
o
wn
o
3
3 -5 -
ad @
= 0,220; r=0,469; p = 0,001
'10 1 ] [ 1 T
-04 -0.2 0.0 0.2 04

Residuos masa intestino

Figura 3. Relacidn entre los residuos de masa y residuos de longitudes, de intestinos de
machos adultos de Mus musculus (Balb/c) aclimatados durante cuatro semanas a cuatro
tratamientos con dos factores; regimenes caléﬁicos (ad libitum y 60%) y dos regimenes

periddicos (continuos y estocdsticos)
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Proliferacion celular

No se encontraron diferencias en las medias de marcas de células BrdU+ por cripta una
vez finalizados los tratamientos (ANOVA E:(s, &= 0,570, p=0,650). En la Figura 4 se

muestran imégenes representativas de los resultados de histologia.
i
El anélisis de distribucion de células BrdU+, indicé que el grupo C-60 presentd una

distribucion diferente a los restantes grupos (Kolmogorov-Smimov: p< 0,008, ver tabla
4). En los histogramas se observan cinco puntos de alta frecuencia, los cuales estin
presentes en los cuatro tratamientos. En estos méximos, se aprecia una reduccién del
primero de ellos en el grupo C-60 respecto a ios demads, y una mayor frecuencia entre 7-

10, 12 -14 y 15 a 20 células BrdU+ (Figura 5);

Tabla 4. Comparacién de las distribuciones de células BrdU+ por criptas. Se compar6
entre cuatro regimenes alimentarios, mediante la comparacién de Kolmogorov-Smirnov
de dos conjuntos de datos. Se consideré la correccién de Bonferroni sobre los p-valores

(diferencias en p <0,0083).

Tratamientos C-60 E-60 C-100 E-100
C-60 0,002 0,001 0,008
E-60 0,002 “ 0,062 0,125
C-100 0,001 0,062 0,996
E-100 0,008 0,125 0,956




Figura 4. Imagenes representativas de tinciones inmunohistoquimicas, realizadas en una
seccion longitudinal de intestino delgado. Se observan células BrdU+ a tres aumentos. A)

20X, B) 40X y C) 100X. Flecha indica célula BrdU+ individualizada en una cripta.
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Figura 5. Histograma de frecuencias absolutas de criptas intestinales indicando nameros

de células BrdU+, provenientes de machos adultos de Mus musculus (Balb/c) aclimatados

a cuatro tratamientos con dos factores: regimenes caloricos (ad libitum y 60%) y dos

regimenes periodicos (continuos y estocasticos). durante cuatro semanas. Ver el texto para

mas detalles.

47




Proliferacion celular y morfologia macroscdpica

En relacion a los valores de CoE para las células BrdU+, no se encontraron diferencias
entre los tratamientos experimentales (ANOVA F(3, 3=1,095, p=0,406). Sin embargo, este
indice presentd una relacién positiva con la masa corporal (r* = 0,436; r = -0,66; p =
0,019). Ademds, se encontrd una relacién positiva y significativa entre los residuos de
CoE para las células BrdU y los residuos de la longitud intestinal (> = 0,751;r = 0,867; p
<0,001, Figura 6). Del mismo modo, se observo una relacién positiva entre CoE para

caspasa y la longitud intestinal (r*= 0,415; r = 0,645; p = 0,024),
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Figura 6. Correlacion entre los residuos de longitud intestinal y el coeficiente de

estabilizacién (CoE) del numero de células BrdU + por cripta intestinal. A partir de

intestinos de machos adultos de Mus musculus (Balb/c) aclimatados a cuatro tratamientos

con dos factores: regimenes caloricos (ad libitum y 60%) y dos regimenes periédicos

(continuos y estocdsticos), durante cuatro semanas.
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Capacidades digestivas

~——
S

La magnitud de las actividades de enzimas hidroliticas del intestino delgado fue similar
entre tratamientos (ANOVA maltasa: Fg, 20~0,685, p=0,572; sacarasa: F3, 20=1,749,
p=0,189 y N-aminopeptidasa F3, 200=0,378, p=0,770). Sin embargo, se enconird una
relacion positiva entre la actividad de las aminopeptidasas intestinales (estandarizadas por
gramo de proteina) y el CoE para células BrdU+ (?=0,514; r=0,717; p= 0,009, Figura

7).

Ademds, el anélisis del contenido caldrico de las heces, indicé que no hubo diferencias al
inicio de la aclimatacion (F, 40y=0,889, p=0,455). No obstante, tras las cuatro semanas de
aclimatacién los individuos del grupo C-60, mostraron una reduccién significativa
respecto a la condicidn ad libitum (F(3,43=3,726, p=0,018, Figura 8). Ademads, se encontrd
un efecto significativo de la periodicidad y el régimen calérico (ANOVA factorial

F(1,43=5,800, p=0,020; F(1,43=4,176, p=0,047, respectivamente).
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Figura 7. Relacion observada en individuos de Mus musculus entre la actividad de la n-
aminopeptidasa intestinal y el coeficiente de estabilizacion del nlimero de células BrdU +
por cripta intestinal después de someterse a cuatro tratamientos alimentarios diferentes

durante 20 dias.
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Figura 8. Contenido caldrico de heces, en roedores bajo diferentes iratamientos
alimentarios. Efecto de regimenes alimentarios en el contenido calérico de heces
(ANOVA Factorial), de machos adultos de Mus musculus (Balb/c) aclimatados a cuatro
tratamientos con dos factores: regimenes caldricos (ad libitum y 60%) y dos regimenes
periddicos y estocdstico), durante cuatro semanas. Abreviaciones C-100: alimentacion
continua y ad libitum (100%); C-60: alimentacién continua y al 60% del consumo ad
libitum; E-100: alimentacidén estocadstica con oferta equivalente al 100%; E-60:

alimentacidn estocéstica con oferta equivalente al 60 %.
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Dindmica de cambios morfolégicos en el intestino delgado luego de un
tratamiento de alimentacidon continua y al 60% del consumo ad libitum

Dada las diferencias encontradas, se analizé la morfologia y rasgos histologicos en
individuos del tratamiento C-60 a los dfas 3, 9 y 20 de aclimatacion (n=5 en cada grupo).
Respecto a la longitud y masa, no se encontrd diferencias significativas entre los grupos
(ANOVA Fz,17=0,859, p=0,441). Sin embargo, el andlisis de regresion lineal revelo un
incremento de 1a longitud total del intestino delgado a través del tiempo. De esta manera,
se encontrd que la longitud del intestino es predicha del siguiente modo: Longitud del
intestino deigado [cm] = 36,252 + 0,223*dias (2 =0,227; r=0,476; p= 0,029, Figura 9),
con una tasa de crecimiento de 0,223 centimetros por dia. El tamafio de intestino, ademas
se relaciond positivamente con el CoE para células BrdU+, tanto para la masa hiimeda del
érgano, asi como para los residuos de la longitud (= 0,546; r=0,739; p=0,023 y 2 =
0,648; r = 0,805; p = 0,009, respectivamente). En el andlisis de distribucién de células
BrdU+ en las criptas intestinales, s6lo se encontrd diferencias entre el dia 20 y los dias 3

v 9 (Kolmogorov-Smirnov p <0,001; Figura 10).
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Figura 9. Tamaiio del intestino delgado en funcion del tiempo al cual son aclimatados
machos adultos de Mus musculus (Balb/c) a un tratamiento de reduccion caldrica al 60%

de la ingesta ad libitum. Lineas rojas segmentadas indican un intervalo de confianza del

95%.
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Figura 10. Histograma de frecuencias absolutas de criptas intestinales con diferentes
numeros de células BrdU +, de machos adultos de Mus musculus (Balb/c) aclimatados en
diferentes momentos a un régimen de alimentacion continua de restriccion caldrica al

60%. Ver el texto para mas detalles.
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Asociaciones entre cambios intestinales y energéticos

Respecto a la relacion entre el tamafio del intestino y variables de mantencion, se encontrd
una relacion inversa entre los residuos de la tasa metabdlica basal y los residuos de la masa
del intestino (¥ =0,110; r=-0,327; p = 0,03, Figura 11). Ademds individuos con mayores
tamafios intestinales presentaron menores contenidos caldricos en sus heces (* = 0,124; r

=-0,35; p=0,033).
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Figura 11, Relacion entre tasas de gastos de energia y masa del intestino delgado en
individuos de Mus musculus, tras estar bajo cuatro tratamientos alimentarios durante 20

dias.
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Ademas del efecto del metabolismo basal y la extension del intestino, se pudo determinar
que la temperatura promedio de los animales en los dias de inanicién se relaciono
negativamente con el cociente BrdU/Histona fosforilada, de células marcadas por cripta
intestinal (2 = 0,349; r=-0,591; p = 0,043). Asi también, se encontrd que la temperatura
méxima v minima de la superficie corporal se correlacionaron negativamente con el
residuo del coeficiente de estabilizacién de histona fosforilada (> = 0,695; r=-0,834; p

=(,039 y r* = 0,738; r=-0,859; p = 0,028, respectivamente).

Ademids se encontré una relacidn negativa entre la tasa de recambio celular en el epitelio
intestinal (N° células BrdU+/N° células Caspasa +) y la tasa metabélica basal total (r* =

0,324, r=-0,569; p = 0,043).

Funcién intestinal

Se detectd a nivel de las capacidades digestivas, una relacion inversa entre la temperatura
maxima registrada en los individuos y la actividad de la sacarasa (r* =0,379; r=-0,616;
p = 0,002) y tanto entre temperaturas méximas y minimas con la actividad de n-
aminopeptidasas intestinales (* = 0,343; r=-0,586; p= 0,058 y r> = 0,448; r=-0,669; p
= 0,024, respectivamente, Figura 12). Ademas se encontré una relacion inversa entre los
residuos de la masas del higado y las calorias por gramo de heces (r* = 0,096; r = -0,309;

p = 0,039).
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Figura 12. Relaciones entre temperatura superficial del dorso de individuos de Mus
musculus y la actividad de enzimas intestinales, tras 20 dias de aclimatacion a cuatro

tratamientos alimentarios diferentes.
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Efectos de la variabilidad alimentaria a nivel conductual

-
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Asociaciones entre cambios conductuales y energéticos

Se observé que los individuos aclimatados a estocasticidad alimentaria presentaron
mayores trayectorias durante la prueba de exploracién (~12 metros en promedio), en
comparacién con los roedores alimentados continuamente (ANOVA factorial F,
39=0,098, factor periodicidad p=0,010, Figura 13). Ademds, se encontrd una tendencia a
formar una relacién negativa entre la ingesta caldrica de los roedores y la cantidad de
cuadros atravesados en la arena (20 x 20 cm) (2 = 0,1600; r = -0,400; p = 0,072). No
obstante, se observd una relacion inversa significativa entre la tasa metabdlica total y la
trayectoria realizada en el test de campo abierto (- = 0,219; r = -0,468; p = 0,033, Figura
14).. Ademas se identificé una relacién negativa, aunque débil, entre esta variable
conductual y la masa del higado (r* = 0,086; r = -0,293; p = 0,048) y la masa del bazo (¢
= 0,096; r = -0,309; p = 0,041). También se encontrd una relacién positiva entre el
desplazamiento de los individuos en la prueba de exploracién y las actividades
enzimaticas de CS y COX en sus apéndices locomotores posteriores (2 = 0,439; r=0,662;

p <0,001 y 2 =0,338; r=0,582; p = 0,003, respectivamente).
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Figura 13. Efecto de diferentes tratamientos alimentarios sobre la distancia recorrida en
un test de campo abierto (trayectoria final experimento- trayectoria inicio experimento)
por machos aduitos de Mus musculus (Balb/c) aclimatados durante 20 dias a cuatro
tratamientos con dos factores. Abreviaciones C-100: alimentacion continua v ad libitum
(100%); (C-60: alimentacion continna y al 60% del consumo ad libitum; E-100:
alimentacion estocastica con oferta equivalente al 100%; E-60: alimentacidn estocastica

con oferta equivalente al 60%.
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Figura 14, Relacion entre las tasas de gasto de energia y la trayectoria recorrida, en un test

de campo abierto por individuos machos de Mus musculus (Balb/c), sometidos a diferentes

tratamientos alimentarios con dos factores: regimenes caloricos (ad libitum y 60%) y dos

regimenes periodicos (continuos y estocdsticos).
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Conducta en ambiente conocido

Se observo que los individuos que destinaron un alto porcentaje del tiempo a descansar
durante la fase de actividad, presentaron tanto mayores residuos de tasas metabdlicas,
como tasas metabolicas masa especificas mds altas (> =0,233; r = 0,483; p=0,001y o
=(,275; r=0,524; p < 0,001, respectivamente, Figura 15). En esta misma linea, se hallé
una relacion positiva entre el porcentaje de tiempo destinado a descanso y los residuos de
la masa del higado (> = 0,116; r = 0,341; p = 0,025) y una negativa entre el porcentaje de
tiempo en que los animales se encontraron activos en escotofase y la actividad hepatica
de COX estandarizado por masa (r* = 0,214; r = -0,462; p = 0,026, Figura 16). Para la
enzima CS en el higado, solo se observd una tendencia en la relacién negativa con el

porcentaje de tiempo en actividad (r* = 0,163; r=-0,404; p = 0,056).

62




® Estocastico 100%
20 e ® e Estor.:astlco 60%
@ Continuo 100%
o © O Continuc 60%
0 10 -
=
[aa]
[7:]
Q
35
B 0+
W
[4F]
0
-10 4
¥ = 0,233; r = 0,483; p = 0,001
_20 1 1) [] i L) L]
0 10 20 30 40 50
3.0 4

BMR (mL O h'g™)

1.6~.®% e ®

1.4

#=0,275,r=0,524; p < 0,001

12 1 L3 L) L) L i
0 10 20 30 40 50

Tiempo en inactividad (%)

Figura 15. Relaciones entre tasas de gasto de energia corregidas por masa corporal vy el
porcentaje de tiempo de descanso o inactividad de individuos de Mus musculus, sometidos
a diferentes tratamientos alimentarios durante 20 dfas. La actividad fue analizada en sus

jaulas durante la escotofase.
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Figura 16. Relaciones entre el tamafio de higado corregido por masa corporal y la actividad

catabdlica de este 6rgano y la conducta de individuos de Mus musculus, sometidos a

diferentes tratamientos alimentarios durante 20 dias. La actividad fue analizada en sus

jaulas durante la escotofase.
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Respecto a la temperatura corporal y la actividad de los roedores, se encontré que los
individuos con mayores temperaturas superficiales, tanto minima como promedio,
destinaron mayor parte del tiempo a descansar (> = 0,202; r = 0,450; p = 0,003 y 2 =

0,100; r = 0,316; p = 0,039, respectivamente, Figura 17).

Termogénesis y temperatura corporal

No se encontrd diferencias significativas entre tratamientos de la termogénesis no tiritante
(TNT) inducida por norepinefrina, ni considerando el metabolismo masa especifico, ni los
residuos (F,20=1,486, p=0,249 y F3,20=1,299, p=0,302, respectivamente). No obstante,
la TNT se correlacioné positivamente con las temperaturas minimas registradas en la
superficie dorsal de los individuos (> = 0,120; r = 0,447; p = 0,037) y ademds present6

una tendencia positiva con los residuos de la masa del higado (*=10,334;r=0,578; p=

0,063).
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Figura 17. Relaciones entre temperaturas superficiales y el porcentaje de tiempo de

descanso o inactividad de individuos de Mus musculus, sometidos a diferentes

tratamientos alimentarios durante 20 dias. La actividad fue analizada en.sus jaulas durante

la escotofase.
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Se observo una relacién negativa entre la temperatura minima registrada en la superficie

de los individuos y el porcentaje de tiempo que se encontraron activos (r* = 0,095; r = -

0,308; p = 0,045 en ajuste lineal, y 1> = 0,166; r = 0,407; p = 0,027 en ajuste cuadratico,

Figura 18).
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Figura 18. Relacién observada en individuos de Mus musculus entre temperatura minima

superficial dorsal y tiempo asignado a actividad general en sus jaulas (ambiente conocido),

tras estar sometidos a cuatro tratamientos alimentarios durante 20 dias.
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Correlaciones funcionales entre procesos de adquisicion de energia

—
.
\

Conducta y capacidades fisiologicas locomotoras

Se encontrd una relacion positiva entre el porcentaje de tiempo destinado a la alimentacion
y la actividad catabélicas (CS masa especifica) de las extremidades posteriores (r* = 0,600;
r=0,775; p <0,001). Asi también, se observo que los individuos que presentaron una alta
actividad de CS y COX, estandarizada por proteinas de las extremidades posteriores, a su
vez mostraron mayores desplazamientos sobre la superficie del test de campo abierto (en
cuadrados atravesados de 20 x 20 cm) (2 = 0,439; r = 0,662; p<0,001 yr?=0,338;r=
0,582; p=0,003, respectivamente). En esta misma linea, se encontrd una relacion positiva
entre la actividad de COX estandarizada por proteina en las extremidades inferiores y la

trayectoria recorrida (r> = 0,338; r=0,582; p = 0,003).

Conducta y capacidades intestinales

Se encontrd una tendencia a que los animales més exploradores o activos presentaron
mayores capacidades digestivas, revelada por una asociacién positiva entre el porcentaje
de tiempo destinado a actividad general y el residuo del coeficiente de estabilizacién de
histona fosforilada (> = 0,276; r = 0,526; p = 0,079). No obstante, se observé una relacién

positiva y significativa entre la actividad de las n-aminopeptidasas intestinales y el tiempo
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empleado por los roedores en permanecer al centro de la arena de exploracién (1 = 0,215;
r = 0,464; p = 0,023). En relacidn a variables relacionadas con la capacidad del sistema
digestivo compleio, se observé una relacion inversa entre el porcentaje de tiempo

destinado a descansar durante la escotofase y el contenido calérico total de las heces (* =

0,204; r=-0,452; p =0,040).

Enzimas digestivas y células intestinales

Se observo una relacion positiva entre la actividad de [as n-aminopeptidasas intestinales
y el coeficiente de estabilizacion de células BrdU-+ (r’ =0,514;r=0,717; p= 0,009, véase
figura 6). No obstante no se encontrd ninguna correlacion significativa del coeficiente de

estabilizacion de células BrdU+ con las actividades de disacaridasas intestinales (maltasa:

p = 0,845; sacarasa: p = 0,627).
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Modelos de vias, anfdlis;; de SEMPLS

2

Efectos directos

o

Se elaboraron 30 modelos mecanicistas utilizando variables morfolégicas y conductuales

(3
3N

a través de variables latentes (constructos elaborados a partir de una o varias variables
cuantitativas), constituidas por variables reflexivas (efectos) y formativas (causas), con el
objetivo de explorar las relaciones causales entre procesos de mantencion y adquisicion.
Se optd por el modelo con mayor significancia estadistica en los coeficientes de vias. Este
modelo se presenta en la Figura 19, y en ella las flechas indican el grado de correlacion

existente entre las variables (coeficientes de via) y el grado de significancia estadistica.

En relacion a las capacidades digestivas, se encontrd una relacion positiva entre la ingesta
(contenido calérico ingerido) y las tasas de gasto energético (Residuos de BMR), la
temperatura corporal (temperaturas minimas, maximas y promedio) y la generacion de
reservas (residuos higado y residuos de tejido adiposo inguinal + tejido adiposo epididimal
+ grasa parda supra escapular). Luego, la capacidad digestiva (constructo que incorpora
masa, longitud y las calorias por g de heces), se relaciond de manera inversa con las tasas

de gasto de energético.

En relacion a la conducta, la actividad desarrollada por los roedores en un ambiente
conocido (actividad cotidiana) se relacion6 negativamente con la temperatura corporal de

los individuos. Por otra parte, el incremento de la actividad exploratoria es congruente con
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una mayor cantitlad de reservas grasas al mismo tiempo que presentaria compromisos con

—r -

las capacidades digestivas. Ademds, se aprecia una relacion inversa entre las tasas de gasto

de energia y la acumulacion de reservas lipidicas.

Efectos indirectos

A través del andlisis de vias se determind la presencia de efectos indirectos negativos entre

la ingesta calérica y la actividad cotidiana y entre la ingesta y la capacidad digestiva. En

la tabla 5, se presentan los efectos indirectos entre todas las variables latentes del modelo.

Tabla 5. Efectos indirectos entre variables Iatentes del modelo propuesto.

= = 8 o

g = o 8 2 Bl .8 o

‘e . % 5 = 8 5| e =

Relacion entre variables latentes G & = & S ElE -] 3

= [ 2 2 2| = >

= o g g 5 o E o,
Ingesta -> Actividad cotidiana -0,217 -0,233 {0,066 | 3,298 | 0,001
Ingesta -> Exploracion 0,089 0,103 0,057 | 1,559 1 0,055
Ingesta -> Capacidad digestiva -0,146 -0,146 0,085 1,727 | 0,042
Ingesta -> Reservas -0,169 -0,168 | 0,114 | 1,491 | 0,068
BMR -> Exploracion -0,031 -0,033 0,116 | 0,267 | 0,395
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Comparacion entre tratamientos (PLS Multigroup Analysis)

En base al modelo mostrado anteriormente, se compararon los coeficientes de vias para
los cuatro tratamientos alimentarios. De este modo, mediante un analisis de bootstrapping
se encontrd en la mayoria de los tratamientos (excepto en el tratamiento E-60, p=0,388),
una relacion positiva entre la ingesta y las tasas de gasto de energia. Ademas, solamente
en el grupo C-60 se encontrd una relacion negativa y significativa (p=0,009) entre tasas
de gasto de energia y acumulacion de reservas lipidicas y al mismo tiempo positiva entre
ingesta y reservas (p=0,003). Por otra parte, considerando efectos directos e indirectos, se
determind que sdlo en los individuos sometidos a regimenes estocasticos presentan

compromisos entre exploracion y capacidades digestivas (véase Tablas 6 y 7).

Al comparar por pares de tratamientos (a través de una aproximacién no paramétrica), se
determind que entre tratamientos de alimentacidn continua ad libitum y al 60%, hubo
diferencias en la relacién Ingesta -> Temperatura e Ingesta ->BMR, siendo positivos y
mayores en condiciones ad libitum. Del mismo-modo se encontro diferencias en la
relacion entre Capacidades digestivas -> Exploracion, generadas por la periodicidad,
siendo positiva en el tratamiento C-100 y negativa en E-100. Las comparaciones se

presentan en la tabla 8.
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Tabla 6. Coeficientes de via y su validez estadistica mediante bootstrapping, para

cuatro. tratamientos de regimenes alimentarjos. Las comparaciones se realizaron

considerando el modelo (ver texto). Abreviaciones C-100: alimentacién continua y ad

Iibitum (100%); C-60: alimentaci6n continua y al 60% del consumo ad libitum; E-100:

alimentacion estocéstica con oferta equivalente al 100%; E-60: alimentacion estocdstica

con oferta equivalente al 60%.

g |z (g |s 2185 %
Variables 58158188 |38| © < g S
S5S12%i32|8%| 7| 8| 85 | 8
latentes SoH|5L|lsulsae = 5 5 5
o~ | 0 o | o = = L =
© © © © g z = 7
& o & &
Temperatura -
> Actividad -0,560 | -0,325 | -0,726 | -0,775 | 0,003 | 0,296 | 0,161 0,022
cotidiana
ta >
Ingesta 0,829 | -0,632 | 0,638 | 0,246 | 0,000 | 0,129 | 0,167 | 0215
Temperatura
Ingesta ->
’ 0,881 | 0,319 | 0,596 | 0,087 | 0,000 | 0,036 | 0,007 0,388
BMR
>
Ingesta 0782 | 0,810 | 0,289 | 0317 | 0322 | 0,003 | 0,321 | 0,243
Reservas
Capacidad
digestiva -> 0,576 | -0,550 | -0,645 | -0,600 | 0,174 | 0,146 | 0,021 0,068
Exploracién
BMR ->
Capacidad 0,441 | -0,431 | -0,341 | -0,378 | 0,205 | 0,207 | 0,143 0,153
digestiva
BMR -> 0,220 | -0,625 | -0,313 | -0,090 | 0,446 | 0,009 | 0,324 0,425
Reservas
>
Reservas-> \ 0343 | 0,306 | 0,116 | 0,003 | 0,221 | 0238 | 0,377 | 0,425
Exploracion
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Tabla 7. Efectos indirectos y su validez estadistica mediante bootstrapping, para

cuatro tratamientos de regimenes alimentarios en M. musculus. Abreviaciones C-100:

alimentacion continua y ad libitum (100%); C-60: alimentacién continua y al 60% del

consumo ad libitum; E-100: alimentacién estocastica con oferta equivalente al 100%; E-

60: alimentacién estocéstica con oferta equivalente al 60%.

slg| g || |8 |2 ¢8
Variables g C o = <) % = Ei’
@ 0 @ @ 4 ] o
latentes g g, % g g E E &
2 & 2 & E £ S £
3 = @ = = &, 2 &
Ingesta ->
Actividad -0,464 | 0,206 | -0,463 | -0,190 | 0,005 | 0,267 | 0,105 | 0,231
cotidiana
In -
gesta-> | o002 | 0263 | 0,143 | 0,049 | 0,474 | 0,189 | 0,182 | 0,425
Exploracion
Ingesta ->
Capacidad 0,388 | -0,138 | -0,203 | -0,033 | 0,208 | 0,267 | 0,157 | 0427
digestiva '
>
Ingesta 0,194 | -0,200 | -0,187 |-0,008 | 0,451 | 0,131 | 0,357 | 0,483
Reservas
BMR >
., 0,330 | 0,046 | 0,183 | 0,218 | 0,375 | 0,443 | 0,252 | 0,258
Exploracion
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DISCUSION

Efectos funcionales y estructurales de la restriccion caldrica y estocasticidad
alimentaria en el intestino de Mus musculus

Cambios morfologicos

A la fecha, estudios de proliferacién celular y el desarrollo y crecimiento del intestino han
focalizado sus esfuerzos en el contexto de los cambios que ocurren a lo largo de la
ontogenia. Asi, es conocido que el desarrollo de las criptas intestinales de los roedores
miiridos se inicia durante la primera semana de vida post natal (Dehmer et al. 2011) y que
tanto la fisién ¢ hiperplasia de las criptas contribuyen al crecimiento del tejido del intestino
delgado. Posteriormente, la lactancia es el periodo en el cual ocurre el médximo niimero de
fisiones de criptas, mientras que la hiperplasia ocurre durante el destete (Cummins et al.
2006). A pesar de los estudios respecto al desarrollo y crecimiento del intestino, el
conocimiento acerca de la dindmica celular ante una restriccion caldrica en la adultez, se
ha focalizado principalmente en la comprension de los procesos de sefializacion que
ocurren a nivel de Ias criptas (Yilmaz et al. 2012; Igarashi & Guarente 2016), ignorando
los efectos fisiolégicos en la mayoria de ellos salvo excepciones (e.g., Casirola et al. 1997)

y la relacion con los cambios en el tamafio del érgano.
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En el presente intento por abordar esta situacién, los resultados indican un incremento de
Ia longitud y masa del intestino, en roedores del grupo C-60 aclimatados a 20 dias de
restriccion caldrica, pero no asi en condiciones de alimentacion estocastica. LEstos
fenomenos fueron similares a los resultados descritos por Zhao & Cao (2009) en Mus
musculus y Cricetulus barabensis en tratamientos de privacion de alimentos. Sin embargo,
no concuerdan con Cao et al. (2009) y con Zhu et al. (2014), dado que ellos mencionan
un aumento en la longitud de los intestinos en la privacion estocéstica de alimentos en

Muts musculus v Eothenomys miletus, respectivamente.

Respecto al aumento de la masa o longitud de los intestinos, se encontrd una relacion de
estas variables con el coeficiente de estabilizacion (CoE) en las células BrdU+. Eso
significa que un intestino de mayor tamaiio tiene una menor variabilidad en toda su
extensién, en los eventos proliferativos que ocurren en sus criptas. En otras palabras,
cuando un intestino aumenta su longitud, sus criptas actfian de manera mds similar en el
primer tercio del 6rgano. De hecho, basdndose en nuestros resultados, el CoE de las células
BrdU+ es mejor predictor de la longitud del intestino que la masa de este 6rgano, dado

que logra explicar un 75% de la variabilidad observada.

Respecto a la actividad proliferativa en las criptas intestinales, se ha sefialado que la
restriccién caldrica puede producir un aumento en la actividad proliferativa las criptas
(Yilmaz et al. 2012). Sin embargo, en nuestro estudio no se encontraron diferencias
significativas en la incorporacién de BrdU (por comparacién mediante ANOVA) entre
tratamientos. A pesar de ello, desarrollamos un-anélisis comparativo de la-distribucion de

las presencias de las células BrdU+ en las criptas (ver Figura 5), en que el grupo del
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intestino de mayor longitud (60% continuo) present6 una distribucién diferente. En
relacion a este andlisis, la principal observacion en los histogramas, es la presencia de
cinco mdximos conservados en todos los grupos, con una reduccion en el l;;imer méximo
en el grupo continuo 60% respecto a todos los demds, y una mayor frecuencia entre: 7-10,
12 -14 y 15 a 20 células BrdU+. La presencia de estos picos puede;l interpretarse en
términos de la dindmica de los tejidos, considerando que el crecimiento normal y el
mantenimiento del tejido intestinal ocurre a través de la fisién de las criptas por
bifurcacion y trifurcacién de las criptas parentales (ver Langlands et al. 2016). Asi, el
primer maximo cercano a siete células por cripta, representaria el proceso proliferativo
normal u homeostatico. Luego, los maximos alrededor de 14 y 20 representan criptas en
fisién por bifurcacién y trifurcacion, respectivamente. Considerando todo lo anterior, los
resultados indicarian que la variacién macroscopica en la morfologia producida por la
restriccion caldrica; se generaria a través de una reduccion de la variabilidad de la
proliferacion entre criptas (coordinacioén) y un incremento en los procesos de bifurcacion
y trifurcacién. Este incremento, tanto en la coordinacidn proliferativa y en la muerte
celular, podria permitir mayor recambio celular y la extension del intestino a una

velocidad aproximada de 0,2 cm por dia, permitiendo una rapida respuesta a los cambios

ambientales en la disponibilidad de alimento, que se manifiesta en pocos dias.

En cuanto a los érganos restantes, se encontr6 que el grupo C-100, muestra una reduccion
en el tejido adiposo epididimal e inguinal, junto con poseer una mayor masa de los drganos

reproductores y el bazo (tabla 3). Esta mayor masa del sistema reproductor respecto al
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grupo E-60, indicaria que ante la existencia de recursos ad libitum y continuos, se

generaria diferencialmente un incremento del fitness en el componente reproductivo.

Sin embargo, nuestros resultados no concuerdan con todos los estudios reportados a la
fecha. Por ejemplo Bertrand et al. (1980) indican que la pérdida de tejido adiposo blanco
(del inglés WAT) es desproporcionadamente grande en la restriccion calérica. Creemos
que en nuestras condiciones experimentales, los animales aclimatados a tratamientos
estocasticos o de restriccion caldrica desarrollaron respuestas compensatorias, que
promovieron la acumulacién de reservas durante las oportunidades de alimentacion (e.g.,

el incremento del intestino y el aumento en la eficiencia digestiva).

Respecto a las diferencias en el estomago y el bazo, se encontré que el grupo de ratones
alimentado ad libitum y continuamente C-100, presentaron una menor masa que el grupo
C-60. Esta diferencia es coincidente con otras estudios en que el desarrollo de la
hipertrofia en el estomago y el bazo se observaron bajo restriccion caIéri-ca {Yang et al.
2007). Ademads, este incremento en la masa del estdmago se ha observado principalmente
en ratones bajo restriccion calérica cuando se les presenta alimento cada dia (i.e.,
alimentacion continua) (Hambly et al. 2007). En efecto, se ha propuesto que la restriccion
caldrica crénica conduce a una sorprendente hipertrofia de la ldmina propia, el estrato
basal, el estrato cérneo y el epitelio escamoso estratificado del estémago (Yang et al.
2007), probablemente mediada por la hormona grelina (véase Speakman & Mitchell

2011).

Ademas, cabe destacar que en los andlisis de regresion lineal realizados en esta tesis, existe

un gran porcentaje de la varianza (en algunos casos hasta el 80%) no explicada por las
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variables predictoras, De este modo, la limitada capacidad explicativa de los modelos
(regresiones), es consistente con la existencia de factores desconocidos que influyen de
manera no controlada ni predecible en la respuesta medida (e.g., variabilidad

intraespecifica en personalidad, capacidades fisioldgicas, etc.).

Efectos digestivos

Nuestros resultados indican una reduccién en el contenido calérico de las heces en el
grupo C-60 respecto al grupo E-100, lo que podria explicarse por cambios en la eficiencia
en la digestién y/o absorcién, mediante la elongacion del 6rgano total. Respecto al ajuste
digestivo, no encontramos diferencias en las actividades de las disacaridasas intestinales,
resultados coincidentes con otros estudios (Thara et al. 2000). Por lo tanto, considerando
lo descrito en la literatura y nuestros resultados, se concluye que la restriccién calérica
puede aumentar la eficiencia en la absorcién de nutrientes y reducir el contenido caldrico
de las heces, a pesar que s6lo algunas actividades enzimaticas se incrementan en este

régimen calérico (Noriega et al. 1981, Casirola et al. 1997, Thara et al. 2000).

Respecto a las capacidades bioquimicas modificadas por efecto de la restriccion calérica,
se encontrd una fuerte relacién positiva en el CoE en-las células BrdU+ y la actividad de
las n-aminopeptidasas por gramo de proteina intestinal, lo que sugiere que la reduccién de
la variabilidad entre las criptas se producen en paralelo a un aumento en la capacidad de

digestién de proteinas (véase la Figura 7). En este sentido, algunos estudios, indican que
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la m‘de‘n;gmingpepﬁdasas muestra un aumento a los dos dias de inanicidn en
Rattus sp., lo que sugiere que las n-aminopeptidasas pueden tener durante los primeros
dias de inanicién un papel conservador al prevenir una importante pérdida de proteina '
tisular (Noriega et al. 1981). Luego, si la restriccién energética incrementa, se ha
encontrado que tras 5 dfas de inanicion en Rattus, la actividad n-aminopeptidasa y
dipeptidil peptidasa IV se eleva significativamente a 177% y 166%, respectivamente, de
los valores de control (Ihara et al. 2000). Dado lo anterior, el incremento en paralelo de la
capacidad de aumentar el tamafio del intestino (alto CoE para células BrdU+) se
relacionaria proporcionalmente a un esfuerzo de optimizar la obtencién de aminoécidos y

promover el crecimiento del 6rgano.

En resumen, nuestros resultados indican por primera vez que la restriccion caldrica induce
cambios a nivel de la dinamica de proliferacién celular (i.e., coordinacién de criptas e
incremento en su fisién), que permiten explicar los cambios morfolégicos y funcionales
del intestino en Mus musculus. Ademds, se determiné que este fenémeno de plasticidad
en roedores, presenta una respuesta rapida, con consecuencias positivas en las capacidades
de procesamiento de alimento. Por lo cnal, constituiria un mecanismo que incrementaria

el fitness ante un contexto ambiental desfavorable.
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Relacién entre tasas de gasto de energia y conducta exploratoria en roedores
ante variabilidad alimentaria.

Actividad exploratoria

Se ha sugerido que una mayor actividad y capacidad de exploracién incrementarian la
sobrevivencia de los organismos (Smith & Blumstein 2008). En ese sentido se ha
propuesto que organismos que habitan ambientes impredecibles o improductivos, son
beneficiados por alta exploracién dado que incrementaria la probabilidad de encontrar
recursos escasos, mientras que bajas tasas de gasto de energia, mejorarian la supervivencia
durante la escases frecuente de recursos (Careau 2009). En este estudio se identifico que
a nivel de la actividad exploratoria-- determinada como la distancia recorrida en una arena
desconocida-- no existirian efectos de la restriccion calérica, sino que de Ia periodicidad.
De este modo, los grupos aclimatados a una alimentacion estocdstica, presentaron 'un
mayor delta de trayectoria (i.c., trayectoria ante de la aclimatacion - trayectoria después

de Ia aclimatacién) en el test de exploracion.

Nuestro. estudio revelé que los individuos que recorrieron las mayores distancias,
presentaron en conjunto, reducciones de la tasa metabdlica total (ver Figura 14). Estos
resultados apoyarian la hipétesis de asignacién de energia (Véase Carcau et al. 2008,
Careau & Garland 2012), presentandose un compromiso entre las tasas de gasto de energia

y la actividad locomotora desarrollada por los individuos.
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En relacién a la exploracién en especies domesticadas, como Mus musculus (Balb/c), se
ha estudiado previamente que los individuos de faboratorio son menos cautelosos que
especies e individuos silvestres, ante la posibilidad de entrar a zonas potencialmente
peligrosas. No obstante, de igual manera tienden a evitar dreas de riesgo, tales como zonas

iluminadas, abiertas y 4reas elevadas (Augustsson & Meyerson 2004).

Actividad cotidiana

El analisis de la actividad cotidiana de los roedores permitié obtener conclusiones
similares a las que provienen de las pruebas de exploracién. En ese sentido, se encontrd
que los individuos que disponen de una mayor parte del tiempo en conducta de descanso
(i.e., sin desplazamiento en sus jaulas), presentaron mayores tasas metabolicas masa
especifica y residuos de BMR, indicando una vez mds que la condicion energética
generada por el acceso a los recursos determinaria la asignacion de-energia entre BMR y
la actividad locomotora. Dado esto, nuestros resultados apoyan el modelo de asignacién
de energfa. Respecto a esta alta actividad locomotora, diversos estudios indican que no es
posible sostener altos niveles de actividad en condiciones de restriccion calérica, y que
existirfan respuestas bifésicas, que involucrarfan un incremento de actividad locomotora,
seguido por un decrecimiento crénico (Speakman & Mitchell 2011). Efectivamente,
individuos de la cepa de LS x SS (cepa consanguinea recombinante de un cruce inicial de

suefio largo [LS] y de suefio corto [SS]) reducen su actividad fisica (en rueda de ejercicios)
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aproximadamente en un 50% cuando son expuestos a una prolongada restriccion caldrica

(Rikke et al. 2003).

Respecto a las bases mecanicistas del aumento de actividad en roedores con acceso
limitado al alimento, se ha propL;esto que podria estar mediada por aumentos de hormonas
como la ghrelina la cual tras ser secretada por el estémago, induce via sistema nervioso la
conducta de alimentacion (Jensen 2013). Ademas, se ha encontrado que tras 48 horas de
restriccion de alimento, se incrementa significativamente la expresion génica de esta
hormona (Asakawa et al. 2001). Bajo una 16gica similar se ha propuesto que el incremento
paraddjico en la actividad locomotora también podria estar mediada por la disminucién
de Jos niveles plasmdticos de leptina (Exner et al. 2000, Hebebrand et al. 2003, Holtkamp

et al. 2004).

Mecanismos de compromiso: rol del higado

Una vez establecido que nuestros resultados apoyan el modelo de asignacidn, es relevante
comprender la base fisiologica que subyace a los procesos de reasignacion de energia en
el contexto en estudio. En este sentido, se ha documentado que los roedores son
primariamente nocturnos, y que durante la escotofase consumen dos tercios del alimento
que ingieren en 24 horas (Jensen et al. 2013). De este modo, ¢l tiempo que disponen estos
organismos para diversas actividades durante la noche, permite obtener una clara

perspectiva de sus necesidades intrinsecas. En ese sentido, se observé que el higado,
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6rgano que reduce su metabolismo mitocondrial ante la restriccion de la ingesta de
alimento (Brown & Staples, 2010), podria ser una estructura clave en la generacion de los
compromisos descritos entre metabolismo y actividad locomotora, dado que los residuos
de la masa de este érgano son mayores en individuos con alto porcentaje de descanso
nocturno (2 = 0,116; r = 0,341; p = 0,025). Ademds, el considerar al higado como
estructura clave en la hipétesis de asignacin, se respalda al reconocer que los individuos
ma4s activos en lg‘escotofase, poseen menores actividades de citocromo ¢ oxidasa (COX)
en sus hepatocitos (véase Figura 16). Esta tiltima observacién, respecto a las capacidades
catabélicas, es valiosa en el contexto de la comprensién de los efectos metabdlicos, por
cuanto la COX es una enzima que participa directamente en la reduccién de oxigeno al
interior de las mitocondrias (Brunori et al. 2005). Ademds, este hallazgo es relevante,
considerando que a la fecha se ha puesto énfasis en el cambio de las masas de organos,
por sobre los ajustes a nivel bioquimico, al explicar las relaciones entre metabolismo y

conducta (Mitchell et al. 2017).

Mecanismos de compromiso: rol de la temperatura

Desde una perspectiva bioenergética, los ajustes fisioldgicos desarrollados ante restriccion
calérica involucrarfan un desafio energético alostitico, donde se alterarian multiples
funciones a expensas de otras de cardcter homeostatico (Hambly & Speakman 2005,

Golightly et al. 2012). En ese sentido, de manera contraintuitiva se enconiré que
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individuos que se mantienen un mayor porcentaje de tiempo en inactividad, presentan una
mayor temperatura corporal (véase Figura 17). Este resultado ha sido encontrado en
multiples estudios que abordan la estocasticidad alimentaria y restriccion calorica en
roedores (Weindruch et al. 1979, Cheney et al. 1983, Duffy et al. 1990 a, b, Weindruch et
al. 2002, Ferguson et al. 2007, Overton & Williams 2004, Carrillo & Flouris 2011,
Lusseau et al. 2015). Esto es en parte posible, dado que los roedores son un grupo de
homeotermos capaces de disminuir su temperatura corporal bajo los 31°C (Overton &
Williams 2004) y que incluso prefieren temperaturas mds fifas que sus zonas
termoneutrales (Gordon, 1993). Esta caracteristica que presentan los roedores, conlleva la
capacidad de desarroliar ajustes termorregulatorios y suprimir las tasas de gasto de energia
(véase Swan 1974). Ademds, se ha propuesto que ésta podria ser una estrategia que
permite sobrellevar condiciones adversas, maximizando la adecuacion biolégica (Lusseau

et al. 2015).

En relacion a los mecanismos termogénicos, se encontré una correlacién positiva entre
temperaturas minimas y termogénesis no tiritante. Paralelamente, se observd que
individuos mds activos presentaron menores temperaturas, sugiriendo la existencia de una
reasignacién de energia desde procesos de desacoplamiento mitocondrial e hidrélisis de
ATP, hacia el desarrollo de actividad locomotora. Este fendmeno podria estar presente en
un variado niimero de roedores. Efectivamente Cao et al. (2009), han reportado que ante
un ambiente de alimentacién impredecible, individuos de Mus musculus presentan una

reduccién en sus tasas de gasto de energia y de termogénesis no tiritante. Del mismo modo
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se ha descrito que dietas de bajas calorias, producirfan reducciones en la TNT en Microtus

U

brandtii y Meriones unguiculatus (Zhang & Wang 2008, Zhao & Wang 2007).

Integracion de evidencia: una propuesta explicativa

Finalmente, es posible relacionar la funcion hepética con la temperatura, el metabolismo
y la conducta, con el objetivo de comprender la fisiologfa que subyr;lce al modelo de
asignacion. Como ya se menciond, se ha identificado que el higado es un érgano del alto
gasto energético, que responde ante la restriccion caldrica reduciendo su actividad
oxidativa mitocondrial (Brown & Staples 2010), que contribuye con la produccién
postprandial de calor (i.e., después de la alimentacion) (Adachi et al. 1991), y que se ha
encontrado una temprana activacion de termogénesis tiritante (i.e., activacion de grasa
parda) durante la alimentacién en roedores, ocurre al mismo tiempo que se produce un
incremento en la circulacién sanguinea (i.e., lo que aumenta la disipacién de calor)
(Blessing et al. 2012). Luego, una reduccion de la ingesta de alimento, produciria una
disminucién de las fuentes de calor y de disipacion, reflgjandose en una disminucion de
la temperatura superficial, la capacidad termogénica tiritante y la actividad de COX enel
higado. Considerando, que el higado representa un alto porcentaje del consumo de
oxigeno en roedores (Field et al. 1939, Krebs 1950), esto produciria una disminucién de
las tasas de gasto energético. Finalmente, ocurririan cambios conductuales inducidos por

la reduccion en la ingesta de alimento, los cuales estarian mediados por hormonas tales
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como ghrelina, leptina e insulina (Exner et al. 2000, Asakawa et al, 2001, Hebebrand et
al. 2003, Holtkamp et al. 2004, Jensen 2013} y facilitados por la energia que provendria
de la reduccion de la hidrolisis de ATP y desacoplamiento mitocondrial en estructuras

termogénicas (i.e., higado y grasa parda).

Finalmente, en este estudio reportamos la existencia de una clara-relacion negativa entre
la actividad locomotora de roedores sometidos a diferentes condiciones alimentarias y la
magnitud de procesos metabélicos. De esta manera, se presenta evidencia que permitirfa

sostener el modelo de asignacion ante diversos escenarios de variabilidad ambiental.
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Compromisos y reasignaciones de energia generados ante variacién en la
disponibilidad de alimento en roedores

A la fecha diversos estudios han observado el desarrolle de hipotermia y reducciones en
las tasas de gasto de energia ante la experimentacién de restriccion calérica. Ademads, se
ha determinado el incremento paradéjico en la actividad exploratoria junto al aumento del
tamafio intestinal o proliferacion celular intestinal, ante la privacién de alimento. A pesar
de ello, no existen a la fecha estudios que integren todas estas respuestas en un marco de
asignacion del presupuesto energético, considerando que el sistema digestivo es uno de
los sistemas fisiolégicos mas reactivos a los cambios en las condiciones ambientales,
como resultado de un equilibrio entre los beneficios funcionales y los costos de
mantenimiento (Naya et al. 2014). En este estudio encontramos que la regulacién de la
actividad termogénica, mediada por la ingesta de alimento, estaria relacionada con el

incremento de la actividad conductual y las capacidades intestinales.

Desarrollo de ajustes paraddjicos

Tamario y funcion intestinal

Mediante la modelacion a través del andlisis de vias se puso en evidencia la existencia de
un efecto modulador de la ingesta caldrica semanal, el cual consistiria en modificar la

relacion entre ingesta-metabolismo e ingesta-temperatura. Asf, individuos con alta ingesta
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calérica, presentan altos metabolismo masa especifico y temperaturas corporaies.
Posteriormente se encontrd que a expensas de estas variables, se desarrollaron los cambios

morfolégicos y conductuales descritos.

En sintesis, se encontr6 que los cambios intestinales, tanto en los aspectos morfoldgicos
como funcionales, se asociaron a modificaciones de las tasas de gasto energético y de la
temperatura corporal. En particular, se determiné que tanto el tamafio del intestino asi
como el cociente de células en proliferacién/ células en apoptosis (N° células BrdU+/N°
células Caspasa+t) se relacionaron negativamente con las tasas de gasto de energia.
Ademas, respecto a las capacidades intestinales, estas mostraron una relacién inversa con
la temperatura corporal (véase Figura 12), la cual se ha demostrado que disminuye ante
una restriccion calorica (Weindruch et al. 1979, Cheney et al. 1983, Duffy et al. 1990 a,
b, Weindruch et al. 2002, Carrillo & Flouris 2011, Ferguson et al. 2007, Lusseau et al.
20i5). Todo esto, indicarfa por primera vez que los roedores incrementan el tamafio del
intestino y la actividad digestiva a expensas del consumo de oxigeno y la produccién de

calor.

En térmicos mecanicistas, la reduccion en las tasa de gasto de energia observadas,
inducidas por la reduccién en la ingesta de alimento, producirian disminuciones en las
tasas de frecuencias cardiacas y en los niveles de T3 y T4 (triyodotironina y tiroxina)
plasmaéticos (Overton & Williams 2004, Speakman & Mitchell 2011), explicando la
variacién del BMR. Ademas, se ha propuesto que la reduccién en la actividad
termogénica, resultante tras la restriccion caldrica, es consecuencia de una disminucidén

de los niveles de T3 en musculos (De Andrade et al. 2015). En relacién a la variacién en
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la capacidad termogénica, también se ha identificado que el higado contribuye a la
produccion-postprandial de calor (Adachi et al. 1991) y se ha encontrado en roedores que
durante la alimentacion ocurre una temprana activacion de termogénesis tiritante (i.e.,
activacion de grasa parda) al mismo tiempo que ocurre un incremento en la circulacion
sangufnea (i.e., disipacion de calor) (Blessing et al. 2012). Luego, esta reduccién en la
actividad termogénica tiritante y no tiritante, podrian proveer del ATP necesario para el
desarrollo de la actividad anabdlica en el tejido intestinal. En este sentido, los resultados
sugieren que el higado estaria relacionado con el incremento de la capacidad funcional del
intestino, considerando la relacién inversa encontrada entre los residuos de la masa de

higado y el contenido caldrico por gramo de heces.

Por otro lado, la condicion energética del organismo, ante restriccién alimentaria, seria
detectada a través de sirtuina-1 deacetilasa dependiente de NAD (SIRT1) y/o mTOR
(Mammalian Target of Rapamycin), las cuales son proteinas cuya activacién o
desactivacion, ocurren por medio de la variacion de niveles de glucosa, insulina u oxigeno.
Luego, estas proteinas afectarfan desde la regulacion de las vias glicoliticas/
gluconeogénicas en el higado, hasta la proliferacién celular intestinal en las criptas
intestingles (véase, Speakman & Mitchell 2011, Yilmaz et al. 2012, Takashima et al. 2013,

Igarashi & Guarente 2016).
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Incrementos en actividad locomotora

Ha sido documentado que algunas especies de roedores incrementan su actividad
conductual ante una restriccién calérica (Harrison & Archer 1987, McCarter 1998, Duffy
et al. 1990 a, b, Speakman & Mitchell 2011). En este estudio se encontrd una relacion
inversa entre la trayectoria recorrida por los roedores y sus tasas de gasto de energia, en
donde ademds, los individuos de los tratamientos estocdsticos manifestaron mayores
actividades exploratorias. En este sentido, Speakman & Mitchell (2011), han propuesto
que los animales que se enfrentan a una ingesta restringida en la naturaleza podrian
sobrevivir mds si se vuelven mds activos para buscar nuevas fuentes de alimento, en lugar

de permanecer en un drea donde su ingesta es menor que sus requerimientos.

Considerando el andlisis de vias, se identifico que la exploracién en un ambiente novedoso
y la actividad en un ambiente conocido estarian relacionadas inversamente con diferentes
procesos fisioldgicos. Por una parte, respecto a la actividad desarrollada por lo roedores
en el ambiente conocido, se encontrd que los individuos mas activos presentaron menores
temperaturas corporales, y una reducida actividad catabélica del higado. Esto indicaria,
que la actividad locomotora aumentada bajo una condicién de restriccion. calérica se
desarrollaria a expensas de reducciones en la actividad termogénica. Por otra parte, la
actividad exploratoria en un ambiente novedoso, presentaria compromisos con el
desarrollo de intestinos de mayor tamafio y requeriria del desarrollo de reservas en tejido

adiposo, lo cual estableceria un limite al tamafio del intestino es esa condicién ambiental.
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Concatenacion de cambios pldsticos

El andlisis de correlaciones entre procesos de adquisicion de energia, nos permite evaluar
la existencia de pasos limitantes al desarrollo de capacidades de adquisicién de nutrientes.
Este anélisis revelo que los roedores presentaron capacidades musculares acordes al grado
de exploracion en el test de capo abierto y al tiempo asignado al forrajeo. Asi, individuos
mas activos o audaces, mostraron mayores actividades de n-aminopeptidasas intestinales
que aquellos menos activos. No obstante las disacaridasas intestinales no mostraron
ninguna relacién con las restantes modificaciones fisioldgicas experimentadas. Asi, es
posible observar que no todos los procesos se incrementan en tandem, dado que las
actividades de disacaridasas no son afectadas por los tratamientos por gramo de proteina
intestinal. Esta rigidez en la actividad de disacaridasas, se ha documentado en estudios

previos en roedores (véase Thara et al. 2000).

A pesar de ello, se ha documentado que la absorcion de hidratos de carbono es
significativamente mayor ante una restriccién caldrica que en roedores controles
consumiendo alimento ad [ibitum (Casirola et al. 1997), por lo que si se considera la
existencia de una mayor superficie de interaccion entre enzimas y sustratos, entonces la
digestion de disacaridasas no deberfa ser calificado como un paso limitante. Por otra parte,
el incremento en n-aminopeptidasas observado, sugiere que la mayor expresion de esta
enzima podria tener un papel conservador al prevenir una importante pérdida de proteina
tisular y favorecer los procesos anabdlicos del intestino (véase Noriega et al. 1981, lhara

et al. 2000).




Luego, es posible sefialar que ante alta variabilidad ambiental (e.g., estocasticidad en la
disponibilidad de recursos), no se desarrollaria un incremento en tdndem de todas las
capacidades de obtencidn de recursos. De esta forma, sélo el tratamiento de restriccion
calérica C-60, mostrd reducciones significativas en el contenido caldrico de las heces,

gracias a un incremento significativo del tamafio del intestino.

Este conflicto, en donde no hay cambios digestivos favorables en condiciones
estocdsticas asi como se presentan ante restriccidn caldrica, se podria generar debido al
presumiblemente mayor incentivo por encontrar alimento, si se considera que este grupo
presenta las mayores distancias recorridas en la prueba exploracion (véase Figura 13,
Boakes & Dwyer 1997, Sherwin 1998, Alvarenga et al. 2005, Hambly & Speakman 2005,
Cao et al, 2009). Finalmente, en este estudio se reporta por primera vez que ante
variabilidad estocastica en la disponibilidad de alimento se desarrollan compromisos
complejos en los roedores, en donde la asignacion de recursos compromete a diferentes

capacidades de adquisicion de energia (i.e., capacidades intestinales y exploracién).

Por tanto, Mus musculus presenté variaciones fenotipicas desde el nivel celular a la
conducta, las cuales se relacionaron a través de incrementos coordinados en el aumento
de capacidades de adquisicion o bien a través de cambios en la asignacion de energia.
Ademas, los cambios descritos, presentaron diferencias (en magnitud y sentido) en
funcién de la periodicidad e ingesta calérica. Por ello, la plasticidad observada seria
generada ante determinados escenarios ambientales y no constituiria una respuesta
generalizada. Asi, la plasticidad fenotipica en este roedor, pone de manifiesto diversas

estrategias fisioldgicas que le confieren la capacidad de tolerar ambientes altamente
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variables y perfodos de ¢scases de alimento. Trasladando nuestros resultados a un plano
ecologico-evolutivo, estas complejas asignaciones de energia, podrian explicar en parte el

éxito invasor de algunas especies de roedores.

Perspectivas futuras

La estrategia a partir de la cual se abordd el analisis de plasticidad fenotipica observada
ante restriccion caldrica y estocasticidad, podria emplearse en otros casos de plasticidad
intestinal mencionados en la literatura, principalmente por estudios ecoldgicos (para
revisiones, véase Karasov & Diamond 1983, McWilliams & Karasov 2001, Naya &
Bozinovic 2004, 2008). En ellos, se ha propuesto que los animales ajustan sus atributos
digestivos (por ejemplo, masa y/o longitud intestinal) cuando se ven enfrentados a
cambios en la disponibilidad o calidad de los alimentos para maximizar el retorno total de
energia, o a periodos de alto gasto energético como la lactancia (Naya et al. 2008).
Ademads, las observaciones que se desprenden de este estudio (i.e., dindmica intestinal,
asignaciones entre metabolismo y conducta, compromisos entre procesos de adquisicion)
podrian estar relacionadas con otros fendmenos fisiolégicos, observados en contexto de
restriccion alimentaria, como lo son los cambios metabdlicos y la extensién de la

esperanza de vida en roedores (Sohal & Forster 2015, Mitchell et al. 2016). Ademds,

futuros estudios podrian explorar la modulacién de las respuestas ante variabilidad




ambiental, generadas por efectos programadores metabélicos, como lo son los efectos

maternos o la restriccién alimentaria en estados tempranos de la ontogenia.

Finalmente, se propone abordar la activacion de proteinas con roles de reguladores
energéticos, tales como SirT1 y mTOR para comprender los mecanismos a través de los
cuales la variabilidad ambiental induce el desarrollo de ajustes fisioldgicos, tanto ante

restriccion caldrica, asi como fendmenos de alta demanda energética.
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