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RESUMEN

El estudio del papel del sistema nervioso simpatico (SNS) en cancer se ha centrado en su
accion sobre la progresion tumoral. Sin embargo, estudios apuntan a un papel mas amplio
de la accion del sistema adrenérgico sobre la progresion del cancer, involucrando también
al tejido adiposo. A su vez, estudios sugieren que el tumor influye sobre el sistema
nervioso central. El objetivo de este trabajo fue dilucidar el papel de la comunicacion entre
el sistema nervioso adrenérgico, el tumor y el tejido adiposo en la progresion tumoral y el
desarrollo de sindromes para neopldsicos como caquexia y deterioro cognitivo en un
modelo murino de linfoma L5178Y-R. Para lograrlo, se realizé una ablacion quimica de
terminaciones nerviosas simpaticas con el compuesto 6-OHDA en ratones macho BALB/c
portadores de tumor. Se observaron alteraciones en indicadores de caquexia asociados al
tumor, incluyendo reduccion del 10.5% en el indice de masa corporal (IMC), desgaste en
los depdsitos de grasa visceral del 37.17% y reduccion del 12% en la ingesta de alimento.
Por otro lado, la carga tumoral se asocia a un indice de reconocimiento por debajo al 50%
en la prueba de reconocimiento de objeto novedoso en ratones hembras y macho
portadores de tumor, lo cual es un indicador de deterioro cognitivo. En cambio, al tratar
con Acipimox a ratones portadores de tumor, el indice de reconocimiento se mantuvo en
63.71% en promedio. Al explorar el perfil metabolomico en los ratones portadores de
tumor, se observaron alteraciones principalmente en lipidos, tales como fosfatidilcolinas,
ceramidas y esfingomielinas. En conclusion, el tumor L5178Y-R en ratones BALB/c se
asocia con indicadores de caquexia como la movilizacion de lipidos con la participacion
del sistema nervioso simpatico. La carga tumoral también se asocia con deterioro
cognitivo, y este deterioro se previene con el utilizar un hipolipemiante, sugiriendo que la

movilizacion de lipidos contribuye en el deterioro cognitivo en ratones con tumor.
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ABSTRACT

The role of the sympathetic nervous system (SNS) in cancer has primarily been studied in
terms of cancer progression. However, recent research has revealed a broader involvement
of the sympathetic nervous system in interactions with cancer and its progression,
including other cells such as adipose tissue. In addition, studies suggest that tumors
influence the central nervous system. This study aims to investigate the communication
between the adrenergic nervous system, tumors, and adipose tissue in tumor progression,
specifically focusing on the development of parancoplastic syndromes such as cancer
cachexia and cancer-associated cognitive impairment in the murine lymphoma cancer
model L5178Y-R. To achieve this, we performed a chemical sympathectomy using the
neurotoxin 6-OHDA in tumor-bearing male BALB/c mice. We observed tumor associated
cachexia indicators, including a 10.5% reduction in body mass index (BMI), a 37.17%
visceral fat wasting, along with a 12% reduction in food intake. Furthermore, tumor
burden was associated to a below 50% recognition index in the novel object recognition
test in male and female-tumor bearing mice. In contrast, when tumor-bearing mice were
treated with Acipimox, this recognition index remained at an average of 63.71%. When
exploring the metabolomic profile in tumor-bearing mice, alterations were observed
mainly in lipids, such as phosphatidylcholines, ceramides, and sphingomyelins. In
conclusion, the bearing of a L5178Y-R tumor in BALB/c mice, is associated with
cachectic indicators, such as lipid mobilization, with the participation of the sympathetic
nervous system. Tumor burden was also associated with cognitive impairment, which was
prevented with the use of a hypolipidemic agent, suggesting that lipid mobilization

contributes to the cognitive impairment observed in the tumor-bearing mice.
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INTRODUCCION

Durante el cancer, el tumor interactia no solo con su microambiente, sino también con su
macro-ambiente, es decir 6rganos y sistemas con los que convive. El tumor es un tejido
activo que secreta factores que pueden irrumpir el funcionamiento normal de estos tejidos
lejanos. Y esta comunicacion es multidireccional. Por una parte, es conocido que el
sistema nervioso simpatico (SNS) se comunica y promueve el crecimiento tumoral a
través de la norepinefrina. Sin embargo, en el sentido contrario hablando de tumor hacia
SNS ha sido menos estudio y también los efectos que pudieran ejercer sobre el sistema
nervioso central. Algunos trabajos han observado alteraciones a nivel SNS y central en
modelos murinos portadores de tumores periféricos, por otro lado, en algunos estudios en
humanos se ha observado niveles elevados de norepinefrina en pacientes con cancer
comparado contra individuos con lesiones benignas. Esto sugiere que el tumor podria

funcionar como un estresor.

Aunado a ello, esta NE ademés de promover la progresion tumoral a través de la activacion
de receptores adrenérgicos en el microambiente tumoral, también actia sobre receptores
adrenérgicos dispuestos en tejido adiposo activando lipolisis, y también activa el
pardeamiento de tejido adiposo pardo en el fendmeno de termogénesis. Esto contribuye al
desgaste energético y de tejido adiposo que caracteriza a la caquexia asociada a cancer.
Ademas, los acidos grasos provenientes de esta lipolisis podrian contribuir en la
dislipidemia asociada a céancer, la dislipidemia se caracteriza por ratios alterados de
colesterol y acidos grasos libres, y se asocia a déficits cognitivos en enfermedades
metabodlicas como diabetes y obesidad, por lo que la dislipidemia también podria

contribuir en deterioro cognitivo asociado a cancer.

En este trabajo estudiamos la interaccion multidireccional tumor SNS y tejido adiposo,
para ello se realiz6 una simpatectomia en ratones macho BALB/c portadores del linfoma
murino L5178Y-R y observamos indicadores moleculares y morfométricos de progresion
tumoral y catabolismo de lipidos y proteico en caquexia. También, empleamos pruebas de
conducta para evaluar memoria y ansiedad en los ratones, con el fin de evaluar los efectos
del tumor sobre el sistema nervioso central. Para evaluar el papel de lipolisis sobre
cognicion se emplearon estatinas y un farmaco inhibidor de lipolisis en los ratones con

1



tumor y se realizaron pruebas para evaluar la memoria. Asimismo, se llevé a cabo un
analisis de perfil metaboldmico en ratones portadores de tumor para identificar cambios

biologicos asociados al tumor.



ANTECEDENTES

Sistema nervioso simpatico: activacion adrenérgica

El sistema nervioso simpatico (SNS) en conjunto con el sistema nervioso parasimpatico
componen al sistema nervioso autonomo, los cuales regulan actividades fisiologicas de
diversos tejidos. E1 SNS se activa durante situaciones de estrés en el fendmeno de "pelea
o huida" al enfrentarse con un estresor. Incremento en el flujo sanguineo hacia tejidos
como el musculo esquelético y asi prepara al cuerpo para una actividad fisica ardua. En
contraste, el sistema nervioso parasimpatico predomina durante condiciones de reposo con
la finalidad de conservar y almacenar energia (McCorry 2007). En su estructura, el SNS
se compone de neuronas preganglidonicas procedentes de las regiones toracicas y lumbares
de la medula espinal distribuidas de manera bilateral y simétrica. Estas neuronas se
comunican con neuronas postganglioénicas por medio del neurotransmisor acetilcolina el
cual activa receptores nicotinicos. Las neuronas postganglidnicas activadas se distribuyen
en organos y tejidos efectores donde liberan las catecolaminas epinefrina y norepinefrina
(NE) las cuales activan receptores alfa y beta-adrenérgicos con efectos que pueden o no
contrastar al sistema nervioso parasimpatico (Alshak y Das 2020). Ademas, estas
neuronas preganglionicas pueden hacer sinapsis con células cromafines de la medula
adrenal las cuales sintetizan y liberan catecolaminas hacia el torrente sanguineo como una
respuesta sistémica (Tortora y Derrickson 2014). Los receptores beta-adrenérgicos son
receptores heptahelicoidales transmembranales que activan proteinas G heterotriméricas
en consecuencia a la union de un ligando y activan la enzima adenilato ciclasa. Los
receptores beta-adrenérgicos se clasifican en tres subtipos; 3 1-2 y 3, donde los receptores
B-1 se encuentran principalmente en tejido cardiaco, los -2 se distribuyen extensivamente
por el cuerpo y los receptores -3 se distribuyen principalmente en tejido adiposo blanco

y pardo (Cicarelli et al. 2019).

La interaccion de las catecolaminas con los receptores adrenérgicos en respuesta a un
estresor se conoce como “activacion adrenérgica” y forma parte de un sistema adaptativo
en el contexto de eventos estresantes agudos en la respuesta de pelea o huida. Un estrés

prolongado puede producir una sobre activacion cronica del sistema adrenérgico y es



detrimental en la salud (Johnson 2013). Existen tumores procedentes de las células
cromafines de la medula adrenal y células paraganglionares que secretan cantidades
excesivas de catecolaminas, y debido a esta secrecion excesiva causan problemas
adicionales como hipertension, taquicardia, hiperglicemia y diaforesis (Alshak y Das

2020).

Participacion de la via adrenérgica en cancer y el uso de beta bloqueadores

Diversos trabajos han estudiado el efecto del sistema nervioso simpatico o adreno-medular
sobre el desarrollo de patologias como el cancer. En un estudio retrospectivo realizado
por Fritzgerald (2009) pone al frente la hipdtesis que propone a la norepinefrina como un
factor etioldgico del cancer dado a distintas lineas de evidencia donde se asocia al uso de
farmacos que pueden elevar los niveles extracelulares de norepinefrina, asi como a
estudios epidemioldgicos que asocian a eventos estresantes y condiciones psicoldgicas
con el desarrollo y progresion del cancer. A la par, estudios epidemioldgicos asocian el
uso de bloqueadores de via adrenérgica beta sobre los indices y progresion de cancer. En
un articulo de casos médicos reportan que el uso del bloqueador de receptores
adrenérgicos no selectivo propanolol promueve la remisién del hemangioma infantil en
once infantes, sin regresion en un periodo de hasta catorce meses (Léauté-Labreze et al.
2008). Estudios en afios mas recientes encuentran que el uso de propanolol es seguro en
fases clinicas con indices de recuperacion altos y baja recurrencia en hemangioma infantil
(Aletaha et al. 2012; Baselga et al. 2018; Kagami et al. 2018). Mientras tanto, en un
analisis de una base de datos de seguros médicos de una poblacion de Taiwan, en 24,238
pacientes comparan a 12,119 pacientes que consumian y a otros 12,119 que no consumian
propanolol. Después de un seguimiento de doce afios, encentraron que el uso de
propanolol reduce los riesgos de canceres tales como cabeza y cuello, es6fago, estobmago,
colon y prostata (Chang et al. 2015) En un estudio mas reciente, encuentran que el uso de
propanolol se asocia a una menor incidencia de carcinoma hepatocelular en pacientes con

cirrosis alcoholica (Li et al. 2020).

Tras el camulo de trabajos que evidencian que la norepineftrina, la cual es secretada por
accion de un estresor, es capaz de promover el cancer, algunos estudios se empiezan a

enfocar en los efectos de la administracion de la NE sobre modelos tumorales tanto in-
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vitro como in-vivo con indicadores moleculares y celulares de progresion tumoral, asi
como el uso de antagonistas adrenérgicos para la prevencion en el desarrollo de la
enfermedad. En un trabajo in vitro trataron células de carcinoma nasofaringeo HONE-1
con NE en un rango de concentraciones de 0 a 10 mM y encuentran que esta aumenta los
niveles proteicos de MMP-2, MMP-9 y VEGF, asi como la capacidad invasiva comparada
contra células no tratadas con NE (Yang et al. 2006). En un trabajo realizado por Bernabé
(2011) administra NE a 10 uM e isoproterenol un agonista de receptores adrenérgicos a
células escamosas de carcinoma oral SCC9 Y SCCI15 y observa un incremento en la
viabilidad celular y que este efecto es atenuado por el uso del antagonista propanolol.
Ademas, encuentra niveles de IL-6 elevados en el sobrenadante celular comparado contra
las células control. En otro trabajo, en células de cancer de prostata DU145 encuentran
que el tratamiento con NE a 10 uM incrementa la proliferacion celular, asi como el
potencial migratorio, y que afecta la expresion de marcadores moleculares de transicion
de epitelio mesenquimal como E-cadherina y vimentina, y que todos estos efectos son
antagonizados con el uso de propanolol. Utilizando el raton Fox nu/nu encontraron que la
NE no afectaba el volumen tumoral pero si incrementaba los niveles proteicos de MMP-
2 y MMP-9 indicadores de progresion tumoral y de transicion epitelio mesenquimal en
tejido tumoral y este efecto era antagonizado por el propanolol (Barbieri et al. 2015). Otro
trabajo en el modelo humano de cancer de prostata PC-3 encuentran que la administracion
de NE a 10 mM no aumenta la proliferacion celular, pero si la capacidad migratoria en
esta linea tumoral. Asimismo, en el modelo animal utilizando ratones hembra BALB/c
nu/nu encuentra que la NE y el propanolol no tienen efecto sobre el volumen tumoral pero
que el tratamiento con NE incrementa la metastasis a nodulos linfaticos y que este efecto
era inhibido por el uso de propanolol (Palm et al. 2006). En el cancer pancreatico Guo
(2009) observo que al tratar células tumorales pancreaticas Miapca-2, Bxpc-3 y PC-2 con
NE en un rango de 0.1 a 10 mM incrementaba la migracion celular, asi como los niveles
transcripcionales y proteicos de MMP-2, MMP-9 y VEGF y estos efectos son inhibidos

por el uso de propanolol.

Los estudios en este contexto son amplios donde la NE y el propanolol son herramientas
para estudiar los efectos del SNS sobre la progresion tumoral. Y como consecuencia,

también se estudia el propanolol como un potencial tratamiento en cancer. Sumado a los
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trabajos anteriores ya citados, se ha comprobado también el efecto antitumoral del
propanolol. Por ejemplo, en el melanoma uveal y cutaneo en las lineas celulares MEL270,
OMM2.5, MP41, MP46, WM115 y WM266.4, se observd que el tratamiento con el
propanolol reduce la migracion celular, y los niveles proteicos de VEGF en sobrenadante
y un efecto citotoxico por medio de induccidon de apoptosis y arresto celular (Bustamante
et al., 2019). En cancer de higado, se ha observado que el tratamiento con propanolol a en
las lineas tumorales HepG2, Hep(G2.2.15 inhibe la proliferacion celular en todas las lineas
celulares y se observo también apoptosis en estas células por medio del método de anexina
V-FITC (Wang et al. 2018). Algo a destacar es que en todos los trabajos anteriores
mencionados se comprobd la expresion ya sea transcripcional o proteica de los receptores
adrenérgicos en las lineas celulares donde los principales protagonistas son los receptores

beta-adrenérgicos tipo 1 y 2.

El estudio de los receptores tipo -3 ha sido poco explorado, aunque algunos antecedentes
han evidenciado su participacion en la progresion tumoral y sugieren su bloqueo como un
blanco terapéutico. Un antecedente directo es el trabajo realizado por Dal Monte (2013)
donde observa que los receptores adrenérgicos tipo B-3 se expresan en células de
melanoma B16F10 por inmunohistoquimica, posteriormente utiliza los antagonistas
selectivos beta 3 SR59230A y el L-748,337 a 1,2 y 10 uM encontrando una reduccién en
la proliferacion celular dosis dependiente. Aunado, observé que los tratamientos ejercian
un efecto apoptdtico en las células donde se alteraba el rating de Bax/BCL. Utilizando
siRNAs especificos para los 3 receptores adrenérgicos encontré mayor participacion de la
via beta 2 y 3 en estos efectos. También, observo un menor peso y volumen tumoral en el
experimento in-vivo utilizando ratones C57BL/J. Otro trabajo realizado en melanoma en
células tumorales humanas A375 encontré la expresion de receptores B-3en células
tumorales y su sobre expresion proteica en condiciones de hipoxia, observando efectos
similares en células que componen el microambiente celular utilizando lineas celulares
epiteliales como HUVEC y EPC. Ademas de un incremento en la migracion celular en
estas células por norepinefrina y su inhibicion utilizando el antagonista beta 3 SR59230A
(Calvani et al. 2015). En un trabajo reciente Minarelli et al. (2019) observa la presencia

de receptores -3 en neuroma y nervios periféricos en un modelo murino, y encuentra que



el tratamiento con el antagonista -3 L-748,337 suprime la expansion de células
perineurales reduce el tamafio del neuroma y mejora significativamente el estado del
animal. En un trabajo mas reciente, exploraron el papel de B-3 utilizando el agonista
BRL37344 en la linea celular tumorigénica de neuroblastoma BE(2)C encontrando un
incremento en la proliferacion y que este efecto era inhibido por el antagonista beta 3
SR59230A. Estos resultados fueron confirmados en el modelo murino singénico NCI
A/JCR portando células Nuero-2A, donde el SR59230A inhibe el crecimiento tumoral
(Bruno et al. 2019). También, se ha encontrado la presencia de receptores adrenérgicos
beta 3 en carcinoma de pulmoén de células no pequefias por inmunohistoquimica, y que su
presencia es predominante en tejido canceroso y displasico comparado contra tejido
adyacente. Y, que entre mayor el grado de malignidad y el estadio mayor es la expresion
de B-3, esto analizado en un arreglo de tejido pulmonar de pacientes con cancer pulmonar
primario no metastasico sin tratamiento previo de quimioterapia o radioterapia. El mismo
equipo estudio el efecto del silenciamiento del receptor con un siRNA, asi como el uso
del SR59230A y un anticuerpo monoclonal encontrando una disminucién en la
proliferacion celular. In vivo, probaron con ratones C57BL/6 ADRB3-/- y un ADRB3+/+
portadores del carcinoma pulmonar LLC encontrando regresion tumoral en el raton
knockout. También, al utilizar el anticuerpo anti-ADRB3 encontraron una reduccion en el

tamafo tumoral (Zheng et al. 2020).

Interaccion bidireccional sistema nervioso adrenérgico- tumor

Un amplio rango de trabajos ha demostrado que el SNS influye la progresion tumoral,
pero ha habido un acercamiento escaso en explicar una comunicacion bidireccional, es
decir: (El tumor es capaz de activar al sistema nervioso? Se ha observado que algunos
tumores son capaces de secretar factores neurotréficos y neuropéptidos que promueven su
propio crecimiento, asi como el crecimiento de terminales nerviosas que lo sustentan de
sefales proliferativas, inmunosupresoras y de sobrevivencia (Cervantes-Villagrana y
Garcia-Acevez 2020). También, se ha asociado una mayor densidad de nervios con un
mal prondstico en la sobrevida de pacientes con carcinoma colorrectal (Albo et al.
2011).Se ha observado que algunas células tumorales tienen la facultad de migrar hacia

tejido nervioso préoximo en un fendmeno llamado "invasion perineural" como en el



estudiado por Bapat et al. (2016) donde en un modelo in-vitro utilizando células de cancer
pancredtico Mia PaCa2 y BxPC-3 disertan el potencial invasivo a través de la sefalizacion
del factor de crecimiento nervioso. En otro trabajo encuentran que la secrecion del factor
de crecimiento nervioso es dada a través de sefializacion simpatica -2 en los tumores
pancreaticos de ratones KPC y que el desarrollo del cancer pancreatico en este modelo se
da por desarrollo de densidad neuronal, asi como invasion perineuro de las células
tumorigénicas y que este efecto es bloqueado al utilizar el antagonista -2 selectivo ICI-
118,551 (Renz et al. 2018). Estos antecedentes sefialan la importancia de la inervacion en
el microambiente tumoral y los efectos de la secrecion de neuropéptidos. Recientemente
se publicaron los resultados de un estudio donde observan el metaboloma cerebral en
ratones portadores de tumores derivados de pacientes PDX como céancer pancreatico,
sarcoma y pulmonar. Observaron que estos tumores no directamente relacionados con el
sistema nervioso central causan alteraciones en vias de biosintesis proteica, de
catecolaminas, metabolismo de aminoacidos, esfingolipidos entre otros (Kovalchuk et al.
2018). Otro trabajo importante en el area es uno realizado por Mravek et al., (2009) donde
observa la activacion de neuronas noradrenérgicas y oxitocinérgicas en cerebro por medio
de Fos-tirosina hidroxilasa (una enzima limitante en la sintesis de catecolaminas) y Fos-
oxitocina en ratas inoculadas con una inyeccion peritoneal del fibrosarcoma BP6-TU2.
Observaron la activacion de neuronas en el nicleo parabraquial area relevante en la
activacion ante un reto inmunoldgico, en un centro neuroenddcrino hipotalamico como el
paraventricular y la amigdala como un centro importante de eventos emocionales.
Encontraron que, en comparacion con ratas inoculadas con solucion salina, Fos se
expresaba en la amigdala, hipotdlamo y ntlcleo parabraquial. Mientras, FOS/OXY se
expresaba en el nucleo hipotaldmico paraventricular y FOS/TH se expresaba en centros
noradrenérgicos, tracto solitario nuclear y locus coeruleus. Esto evidencia la activacion
del sistema nervioso por presencia de un tumor. Nuestro grupo de trabajo ha observado
de manera constante niveles elevados de norepinefrina plasmatica en ratones hembras
BALB/c portadores del linfoma murino L5178Y-R. En donde, se comparan grupos de
ratones libres y portadores de tumor sujetos a un protocolo de estrés por restriccion de
movimiento contra ratones en reposo. Se ha observado que independientemente del

protocolo de estrés, los niveles de norepinefrina son elevados comparado contra los



ratones libre de tumor, esto nos dice que la carga tumoral actia como un estresor
fisioldgico activando al sistema nervioso simpatico (Montero-Molina 2016; Caballero-
Hernandez 2017). En humanos se ha observado también la presencia de norepinefrina
plasmatica y glucocorticoides elevados en personas con lesiones benignas comparada
contra personas con canceres orales (Xie et al. 2014), asi como en personas con canceres

de cabeza cuello (Bastos et al. 2018).

Deterioro cognitivo asociado a cancer

Un resultado de esta comunicacion del tumor con el sistema nervioso simpatico y central
es el deterioro cognitivo asociado a cancer. Aunque su principal asociacion es con los
tratamientos anticancer, algunas observaciones reportaron que en pacientes humanos con
cancer previo a tratamiento ya presentan deterioro cognitivo como es el caso en pacientes
con cancer de mama (Ahles et al. 2008). Al momento, es el tipo de cancer que mas ha
reportado deterioro cognitivo que no es atribuido a quimioterapias, también ha habido
reportes en cancer de pulmoén de células no pequenas (Simo et al. 2015). Sin embargo, el

estudio se ha centrado en quimioterapia.

Una revision sistematica analizo la informacion en pacientes con cancer de mama con 'y
sin quimioterapia post cirugia e individuos sanos y encontrd una disminucion de materia
gris en el cingulo derecho y alteraciones en la integridad de la materia blanca en pacientes
con cancer previo a tratamiento con quimioterapia. También se observd hiperactivacion
parietal durante pruebas de memoria de trabajo en los individuos con cancer (Sousa et al.
2015) Otro estudio en encontré una disminucion en la densidad de materia blanca y un
desempetio cognitivo bajo en el grupo con cancer de pulmon de células no pequetias (Simo

et al. 2015)

Por otro lado, en ratones hembras BALB/c portadores del cancer de colon CT26 encontrd
que el grupo portador de tumor presentaba niveles elevados de corticosterona plasmatica
y un aumento en el peso de glandula adrenal, ademds encontraron disminuciéon en
marcadores de neurogénesis en hipocampo tales como KI69 y DCX, y comportamientos

asociados a depresion en la prueba de suspension de cola (Yang et al. 2014).



Otro estudio realizado en ratas hembra Wistar que desarrollaba tumores mamarios después
de ser expuestas a un carcindégeno encontrd una elevacion de IL-1 plasmatica elevado y
una bajo desempefio en la prueba de reconocimiento de objeto novedoso (Pyter et al 2010).
Otro estudio mas reciente realizado por Walker et al., utiliz6 ratones BALB/c portadores
de cancer de mama 4T1 y EO771.Imb y observo un perfil inflamatorio en citocinas
plasmaticas y un desempefio bajo en la prueba de reconocimiento de objeto novedoso.
Ademas, tratd a ratones con medios condicionados y encontrdé un perfil inflamatorio

similar a los ratones portadores de tumor y alteraciones en memoria (Walker et al. 2018).

Activacion adrenérgica en los indicadores caquécticos: lipdlisis, proteolisis e
inflamacion

Las catecolaminas circulantes pueden contribuir en la progresion de caquexia asociada a
cancer. Sindrome multifactorial caracterizado por la pérdida progresiva de tejido musculo-
esquelético que puede estar acompanado por la pérdida de tejido adiposo, no puede ser
revertido por un soporte nutricional convencional y conlleva hacia un deterioro funcional.
Esta fisiopatologia se caracteriza por un balance energético y proteico negativo conducido
por una reduccion en la ingesta de alimento y un metabolismo alterado (Fearon et al.
2011). A través de la activacion de los receptores adrenérgicos tipo 3 los cuales se
encuentran ampliamente distribuidos en el tejido adiposo, que inducen el fendmeno de
termogénesis por medio del desacople del gradiente de protones en la membrana
mitocondrial, que disrumpe la formacion de ATP y genera calor por medio de la accion
de la proteina desacopladora Ucp-1. En consecuencia, se disipa el tejido adiposo para

generar calor (Fedorenko et al. 2015).

El fenomeno de pardeamiento del tejido adiposo ha sido estudiado en ratones tanto como
en humanos. En ratones machos de la cepa BALB/c portadores del cancer de colon ¢26 se
ha descrito ya como dado la implantacion tumoral hay alteraciones en el tejido adiposo y
consumo energético del animal. Por un lado, se observa pérdida de peso, reduccion en la
ingesta de alimento, contenido del tejido adiposo interescapular y alteraciones en el
intercambio respiratorio. También se observan niveles elevados de Ucp-1 e /-6 (Tsoli et
al. 2012). En un trabajo extensivo se encontrd que la activacion del tejido pardo es

consistente en varios modelos tumorales murinos: Por ejemplo, en los genéticamente
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modificados para cancer pancreatico, pulmonar, cancer de piel; en un modelo de cancer
inducido quimicamente con dietilnitrosamina, en un modelo singénico de céncer de
melanoma B16 y en modelos xenogénicos utilizando tumores derivados de pacientes
Panc42 y Pan34 en ratones inmunocompreometidos SCID. El grupo de trabajo observo
niveles elevados de Ucp-1 y que esta elevacion se da aun antes de que sea evidente el
deterioro en el tejido adiposo y que empiece el desgaste muscular (Petruzelli et al. 2014).
Estos dos trabajos mencionados demuestran que existen alteraciones metabdlicas que se
traducen en afectaciones del tejido adiposo por la carga tumoral. Por el lado humano se
ha observado en preparaciones histologicas de tejido adiposo peri adrenal de pacientes
con caquexia una mayor activacion comparado contra tejido peri adrenal de pacientes que
hayan fallecido por otras razones (Shellock et al. 1986). Estudios més recientes empleando
tecnologia como PET/CT han encontrado activacion de tejido adiposo en pacientes con
tumores neuroendocrinos como feocromocitomas y paragangliomas, los cuales secretan
sustancias bioactivas como catecolaminas (Dundamadappa et al. 2007; Puar et al. 2016).
Pero, también se ha observado la activacion de tejido adiposo pardo en otros tipos de
cancer como linfomas, cdncer mamario y de colon. Se ha asociado la presencia de tejido
adiposo pardo con una mala prognosis, una reducida sobrevivencia y con niveles elevados
de norepinefrina plasmatica (Cao et al. 2014; Dundamadappa et al. 2007; Brendle et al.
2020). El desarrollo generalizado de la movilizacion de lipidos tanto en tejido adiposo

pardo como en el blanco se sintetiza a continuacion:

Durante un evento que demanda una alta cantidad de energia como ayuno o ejercicio, los
triglicéridos se movilizan para liberar 4cidos grasos los cuales son liberados hacia tejidos
periféricos para la beta oxidacion y produccion de ATP. La lipolisis se lleva a cabo por
tres lipasas, la lipasa adipocitica de triglicéridos (ATGL), la lipasa sensible a hormonas
(HSL) y la lipasa de monoacilglicerol que de manera consecutiva rompen a los
triglicéridos hasta &cidos grasos y glicerol. E1 SNS estd ampliamente involucrado puesto
que las catecolaminas al unirse a los receptores adrenérgicos activan a la proteina quinasa
Ay G respectivamente (PKA/PKGQG). Estas quinasas fosforilan a HSL la cual se transloca
hacia la superficie de los lipidos, y la proteina estructural peripilina A, la cual se separa
de CG1-58 lo que le permite unirse y activar a ATGL, HSL y MSL los cuales disocian a

los triglicéridos. Durante caquexia asociada a cancer, este catabolismo puede ser
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conducido por citocinas como TNF, IL-6, factor de movilizacion de lipidos ZAG y el
péptido relacionado a la hormona paratiroidea, mientras que la insulina se asocia con un
efecto anti lipolitico potente (Dalal 2019). Dado el papel del sistema nervioso simpatico
en la regulacion de tejido adiposo a través de 3-3, se han realizado algunos experimentos
explorando el potencial terapéutico que este supone. Petruzelli et al. (2014) utilizo el
antagonista SR59230A en ratones caquécticos y encontrd que el tratamiento protege a los
animales de la pérdida de peso, del desgaste de tejido adiposo de diversos depositos,
disminuye la expresion de Ucp-1 ademas observa una proteccion en la pérdida de tejido
musculo esquelético otro indicador de caquexia descrito mas adelante. En un trabajo mas
reciente Jin et al. (2018) utilizé el L-748,337 un antagonista beta 3 con modificaciones
quimicas para buscar potenciar el efecto y lo prueba en ratones machos BALB/c con
cancer de colon C26 encontrando una proteccion en la pérdida de peso asi como reduccion

de glicerol plasméatico un indicador de lipolisis, y también un efecto antitumoral.

A su vez, la degradacion de proteina en musculo es otro indicador de caquexia asociada a
cancer, la atrofia de musculo esquelético en caquexia se da principalmente por la via de
la ubiquitina-proteosoma. El proceso de ubiquitnacion comienza con la activacion ATP-
dependiente de la ubiquitina por una enzima activadora E1. Después, esta es transferida a
una enzima conjugadora E2. Por tltimo, la ubiquitina es transferida de la enzima E2 hacia
una E3 por medio de una enzima E3 ligasa. Una de las enzimas o genes mas estudiados
en atrofia muscular son las enzimas E3 MurF1 y Atrogin-1 (Bodine y Baehr, 2014).
Estudios han asociado a la atrofia muscular con el eje hipotdlamo pituitario adrenal en
donde se ha observado que los glucocorticoides son capaces de inducir proteolisis por
medio de la via ubiquitina-proteosoma a través de la sobre expresion de MurF1 y Atrogin
1 y que el silenciamiento con siRNAs de estos genes previene proteolisis in-vitro
(Castillero et al. 2013). Sin embargo, el efecto de la norepinefrina sobre atrofia muscular
es variado y depende del tipo de tejido muscular, asi como del receptor adrenérgico
activado. En un trabajo realizado por Ito et al. (2019) en musculo cardiaco y el masetero,
encontr6 que la activacion de receptores beta-adrenérgicos tipo 1 inducen fibrosis y
apoptosis en musculo cardiaco y masetero, mientras que la activacion de receptores tipo
beta 2 induce hipertrofia en ambos casos. Esto utilizando el agonista -1 dobutamine y el

agonista -2 clenbuterol. Dando asi un efecto catabdlico al receptor B-1 y un efecto

12



protector al B-2 en ratones machos C57BL/6. Por otro lado, se ha observado que al utilizar
el agonista tipo -3 CL316,243 en ratones machos C57BL/6J incrementa la fuerza del
musculo esquelético e induce hipertrofia (Puzzo et al. 2016). El uso de antagonistas
adrenérgicos en la atrofia muscular y cancer ha sido poco estudiado, aunque un estudio en
ratas macho de la cepa Wistar de una edad avanzada de 19 meses ha encontrado que el
uso de espindolol un "agente transformante anabolico catabolico" con actividad
antagonista no selectiva para receptores tipo B-1, 2 ademds antagonista de 5-HT1A y
parcial agonista tipo -2 ejerce efectos benéficos. Se encontré un aumento en el peso
corporal e indice de masa corporal al utilizar el compuesto, aunque este redujo de manera
significativa el contenido adiposo. También disminuyd la expresion transcripcional de
MuRF-1 aunque no afectd la expresion de Atrogin-1 en el musculo gastronemius (Potsch
et al. 2014). Mientras que en un estudio de fase II en humanos con caquexia asociado a
cancer pulmonar de células no pequefias y colorrectal encontrd que el uso de espindolol

incrementa la masa muscular sin afectar el tejido adiposo (Stewart et al. 2016).

Otra caracteristica importante de caquexia asociada a cancer es la presencia de citocinas
inflamatorias circulantes que promueven los distintos mecanismos de lipolisis, protedlisis
y anorexia. IL-6 es una citocina presente en este sindrome metabolico, en un trabajo se
observo su presencia junto con TNF-a en pacientes caquécticos en caquexia temprana y
tardia y se ha asociado su presencia con la presencia de 4cidos grasos libres en circulacion,
ademas de la expresion transcripcional y proteica de Ucp-1 en pacientes con caquexia. En
ratones BALB/c portadores del cancer de colon c26 también se ha observado que al
utilizar un anticuerpo anti-IL-6 hay proteccion en el tejido adiposo inguinal, interescapular
y muscular. Acompafiado de una reduccion en los niveles séricos de acidos grasos libres,
asi como Ucp-1 en tejido adiposo (Han et al. 2018). Se ha observado que en ratones APC
min/+ los cuales desarrollan caquexia asociada a cancer de colon, cuando estos se les
electropora un plasmido para la sobreexpresion de IL-6, hay un incremento en el desgaste
muscular comparado contra ratones sin el plasmido (Puppa et al. 2011). En pacientes
humanos caquécticos, niveles elevados de IL-6 junto con TNF-a se ha asociado con
anorexia e interesantemente los niveles de ghrelina se correlacionaron de manera positiva,
indicando una posible resistencia a la ghrelina en pacientes con caquexia (Shinsyu et al.
2020). Estas citocinas inflamatorias también son un medio de comunicacién con el

13



sistema nervioso, se sabe que la secrecion de IL-6 puede ser inducida por activacion -3
en adipocitos (Tchiviela et al. 2009) Ademads, en astrocitos se ha observado que la
activacion de receptores tipo beta 2 induce la expresion de TNF-a asi como la expresion

de IL-6 (Laureys et al. 2014).

Lipdlisis y crecimiento tumoral

Dado a la tasa de proliferacion elevada en los tumores, es necesario una cantidad grande
de energia que sustente este crecimiento ademas de nutrientes. Como se ha descrito en
apartados anteriores, dentro del cancer hay alteraciones en las vias catabdlicas como lo es
en las del tejido adiposo, estos lipidos son importantes como fuente de energia ademas
como bloques bioldgicos para la constitucion de membranas lipidicas y mensajeros
quimicos (Zaidi et al. 2013). Un medio de obtencion de acidos grasos por parte de los
tumores es la sintesis de acidos grasos y esto se ha observado en varias lineas celulares de
cancer de mama como MXI1, MCF7, MDA-MB231 y MDA-MD157. Mediante la
sobrexpresion del transcrito para el 4cido graso sintasa, una enzima importante en
lipogénesis en condiciones de hipoxia, y este resultado se confirmé in-vivo implantando
las células MDA-MV231 en ratones desnudos (Furuta et al. 2008). También se ha
observado la expresion transcripcional de la lipoproteina lipasa y CD36 una molécula
carrofera o translocadora de acidos grasos, que internaliza estos a la célula en cancer de
mama y sarcoma. Al utilizar un siRNA anti LPL hay una inhibicion en el crecimiento
celular y se ha encontrado la expresion por inmunohistoquimica de LPL y CD36 en tejidos
de pacientes de cancer de mama, liposarcoma y cancer de prostata (Kuemmerle et al.
2011). Se ha observado que la expresion de CD36 esta involucrada en la proliferacion y
migracion celular en células MCF7 (Liang et al. 2018). En otro experimento se
examinaron paneles histologicos de 133 pacientes con cancer cervical y se observo la
sobreexpresion de CD36 en tejido cervical canceroso comparado contra tejido cervical
sano. Mientras que un analisis de Kaplan Meier indicé una prognosis desfavorable en
pacientes con CD36 sobre expresado. En el mismo estudio con un siRNA bloquean al
transcrito de CD36 y encuentran una disminucion en la proliferacion y migracion celular
(Deng et al. 2019). En otro trabajo por Yoshida et al. (2020) en el carcinoma de células

escamosas de esofago correlaciona la expresion de CD36 por inmunohistoquimica con
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caracteristicas de agresividad del cancer en 160 pacientes. También observa que utilizando
un RNA de interferencia contra CD36 disminuia la viabilidad celular y el fenotipo de
célula invasiva en células TE15. Observaciones similares se han realizado en cancer
colorrectal al analizar arreglos de tejido encontrando una expresion elevada de CD36
comparado contra tejido de colon sano. Otros andlisis de este trabajo encontraron que al
tratar tejido canceroso humano con in inhibidor de FASN se sobre expresaba los

mensajeros de RNA para CD36, indicando un efecto compensatorio (Drury et al. 2020).
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JUSTIFICACION

El cancer es una enfermedad con una alta incidencia y aun dificil de tratar. En México se
registraron 89,536 casos de cancer con un coste de 90,222 muertes en el 2020 (Iarc.fr,
2021). Adicionalmente, el cancer se asocia con otras comorbilidades que impactan la
calidad de vida del paciente tales como deterioro cognitivo, alteraciones en metabolismo

lipidico y caquexia, este ultimo un factor que contribuye en la mortalidad.

Por un lado, se sabe de la importancia de los efectos del SNS sobre el tumor, sin embargo,
los efectos del tumor sobre el SNS y su interaccion con otros tejidos tales como el tejido
adiposo han sido menos estudiados. El entender la comunicacion del tumor con otros
sistemas de forma multidireccional tales como con el sistema nervioso central y el tumor
nos puede ayudar a identificar blancos terapéuticos que ayuden a identificar blancos
terapéuticos que prevengan o retarden tanto la progresion tumoral como sindromes para

neoplasicos como caquexia y deterioro cognitivo asociado a cancer.
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HIPOTESIS

El sistema nervioso simpatico, la masa tumoral y el tejido adiposo se comunican entre si
de forma multidireccional promoviendo la progresion tumoral, el sindrome de caquexia y
deterioro cognitivo asociado a cancer en el modelo del linfoma L5178Y-R en ratones

BALB/c.
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OBJETIVO

Estudiar las interacciones entre sistema nervioso simpatico, masa tumoral y tejido adiposo

durante la progresion tumoral, caquexia y deterioro cognitivo.

Objetivos especificos

1.

Evaluar el papel del sistema nervioso simpatico sobre la progresion tumoral,
catabolismo lipidico y proteico.

Determinar el efecto de la masa tumoral sobre el sistema nervioso central en
ratones BALB/c portadores del linfoma murino L5178Y-R.

Determinar el papel del sistema nervioso simpatico en los efectos de la masa
tumoral sobre el sistema nervioso central.

Evaluar la relacion entre las alteraciones en el metabolismo lipidico durante
progresion tumoral y deterioro cognitivo.

Identificar cambios metabdlicos asociados a la carga tumoral y la contribucion del
sistema nervioso simpatico a ese paisaje metabolico.
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MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron ratones macho y hembra de 10-12 semanas de edad de la cepa BALB/c los
cuales fueron proporcionados por el bioterio del Laboratorio de Inmunologia y Virologia
de la UANL. Se mantuvieron en jaulas microventiladas con acceso a agua y alimento ad
libitum con un ciclo luz/oscuridad de 12 h, a una temperatura ambiental controlada de 22
°C y humedad relativa de 45%. Se enriquecié su ambiente con tubos de carton para la
creacion de nidos y recreacion del murino. Todos los procedimientos de trabajo con los
animales fueron sometidos para su aprobacion por el comité interno de ética del
Departamento de Inmunologia de la Facultad de Ciencias Biologicas, UANL (CEIBA-
2021-003).

Linfoma murino L5178Y-R

Se utilizo el linfoma murino L5178Y-R como modelo de cancer in vivo. El linfoma
L5178YR se obtuvo originalmente en ratones de la cepa DBA/2 y ha sido utilizado
ampliamente en ratones BALB/c puesto que poseen el mismo haplotipo (H-2d) que la
cepa DBA/2. Las células L5178Y-R originales se obtuvieron a partir de un linfoma
inducido con metilcolantreno en ratones DBA/2 el 8 de julio de 1951 en la Universidad
de Yale (USA) (Szumiel et al. 2005 a, b). En cuanto al tipo celular, presentan una
morfologia de linfoblastos (origen timico) que presenta la caracteristica de ser resistente
arayos X y sensible a radiacion ultravioleta (UV-C).

El mantenimiento de este linfoma se llevo a cabo por trasplante de raton a raton mediante
la inyeccion i.p. de un volumen de 0.2 mL de una suspension de células tumorales
L5178Y-R (5 x 10° células/raton) en ratones hembras BALB/c de 8 a 10 semanas de edad.
Trece dias después de la inoculacion se colecto6 el liquido ascitico de la cavidad peritoneal
del raton (previamente sacrificado por dislocacion cervical) en tubos conicos de 50 mL
con 10 mL de PBS. La suspension celular se lavo dos veces en PBS, por centrifugacion a
2000 rpm/10 min, y se ajustaron a una densidad de 2 x 107 células/mL en medio RPMI

completo.
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Para la formacién solida del tumor, se inocul6 0.2 mL de la suspension de células ajustadas

en la extremidad posterior derecha de ratones BALB/c por via subcutdnea (Gomez-Flores

etal. 2005).

Disefio experimental

Para este estudio se llevo a cabo una serie de experimentos donde se probo la hipdtesis en

grupos de ratones machos y hembras de la cepa BALB/c, para lo cual se distribuyeron de

manera aleatoria los diferentes grupos experimentales.

a)

b)

d)

Para el primer objetivo, se empled una simpatectomia quimica en ratones machos con
el compuesto 6-OHDA. Para esto, los ratones se dividieron en 4 grupos. Un grupo
libre de tumor sin tratamiento (n=6), grupo sin tumor y simpatectomizados (n=6), un
tercer grupo con tumor (n=6), y un cuarto grupo de ratones con tumor
simpatectomizados (n=5).

Para el segundo objetivo se realizaron pruebas para evaluar conducta y cognicidon en
ratones portadores de tumor machos y hembras los cuales se dividieron en los
siguientes grupos: Libre de tumor (n=8) y otro grupo portador de tumor (n=8) en
machos y hembras

Para el tercer objetivo se empled simpatectomia en ratones machos y hembras
portadoras de tumor y se evalu6 conducta y cognicion en los siguientes grupos: Libre
de tumor + simpatectomia (n=8) y portador de tumor + simpatectomia (n=8) en
machos y hembras

Para el cuarto objetivo, se emplearon los hipolipemiantes Atorvastatina, Acipimox y
se evalu6 conducta y cognicion. Para ello se dividieron ratones machos portadores de
tumor en los siguientes grupos: Tumor tratado con Atorvastatina (n=8), y Tumor
tratado con Acipimox (n=8).

Finalmente, para el quinto objetivo se utiliz6 plasma de los animales experimentales
del segundo y tercer objetivo para analizar los distintos metabolitos considerando 4

ratones por grupo.
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Simpatectomia

Se llevo a cabo una ablacion quimica de los terminales nerviosos simpaticas con el
compuesto 6-OHDA disuelto en solucion salina con 0.2% de acido ascorbico por via
intraperitoneal a una concentraciéon de 100 mg/kg de peso animal. La ablacion simpatica
se realizd 7 dias antes de la inoculacion del tumor, administrando el 6-OHDA dos dias
consecutivos y se monitorearo diariamente el estado de los animales. Los sintomas que
acompanan la administracion del 6-OHDA y que se monitorearon durante el experimento
son: la presencia de ptosis (caida del parpado) y presencia de sangre en orina (Horvathova

et al. 2016).

Tratamiento con Atorvastaina y Acipimox
Los ratones machos recibieron Atorvastatina a 10mg/kg disuelto en 2% DMSO o

Acipimox 50mg/kg disuelto en PBS por via intraperitoneal diariamente.
Peso corporal e indice de masa corporal

Se determind el peso de cada raton cada dos dias hasta finalizar el experimento, para ello
se utiliz6 una balanza analitica y se registraran los datos en la bitdcora. Posteriormente se
utilizé como referencia el primer peso registrado de cada raton para calcular el porcentaje

de peso corporal durante el experimento.

El indice de Lee o indice de masa corporal (IMC) se obtuvo al finalizar el experimento,

dividiendo el peso final del animal entre el cuadrado de la longitud nariz-ano.

Tejido graso interescapular, inguinal y visceral

Posterior a la eutanasia, se colectaron los depositos de grasa Interescapular, inguinal y
visceral. Se pesaron las muestras de grasa y se calcul6 el porcentaje respecto al peso total.

Se multiplicé por 100 el peso del tejido y se dividio entre el peso total del animal.
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Tejido muscular

El musculo gastrocnemio y el corazén fueron disectados y pesados en una balanza
analitica. Para el musculo gastrocnemio se realizaron los calculos del porcentaje respecto

al peso tal como se describid para el tejido graso.

Ingesta de alimento y agua

Se registrd el consumo de alimento en gramos, utilizando una balanza analitica. El

monitoreo se realizo, cada dos dias hasta finalizar el experimento.

Se midié el consumo de agua por jaula cada dos dias hasta finalizar el experimento,

utilizando una probeta graduada de 100 mL.

Activacion de tejido adiposo interescapular

Para evaluar la activacion del tejido adiposo pardo en los diferentes grupos, se extrajo la
grasa parda interescapular después del sacrificio ético, se fijo en formaldehido al 4% por
24 h se prepararon cortes histologicos y se tifieron con hematoxilina-eosina para su
analisis por microscopia. Se tomaron fotografias de los cortes histologicos en un
microscopio con un objetivo al 40X/0,65. Las imagenes se guardaron en el formato PNG.
Posteriormente, se analizaron utilizando el software libre Image J (NIH) y el plugin
Adiposoft para calcular nimero el area celular. Del tejido adiposo interescapular de cada
individuo se analizaron como minimo dos fotografias de distintas locaciones del mismo

corte.
Volumen tumoral y peso tumoral final

Se midio el largo y ancho del tumor durante el tratamiento, cada tres dias, utilizando un
vernier digital (Fisher Scientific, Hampton, NH). Las medidas fueron tomadas por la
misma persona para evitar variaciones en el registro. Se calcul6 el volumen tumoral de

acuerdo a la siguiente formula: VT=L X A? /2 donde L= largo y A= ancho.

Al finalizar el experimento y posterior al sacrificio ético, se obtuvieron los tumores y se

pesaron en una balanza analitica.
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Pruebas de conducta

Antes de realizar las pruebas los ratones fueron manipulados por el experimentador
principal al menos cada 2 dias durante 2 semanas antes de comenzar las pruebas para
reducir el estrés por manipulacion. El dia de las pruebas los grupos fueron llevados al
cuarto de experimentacion una hora antes para habituarse al espacio. El cuarto contaba
con iluminacion a 4 lux, temperatura de 22-25°C y el aire condicionado fungia como ruido

blanco con 65db.

Prueba de campo abierto: Los ratones se introdujeron de forma individual en una arena
de 50 cm x 50cm x 50cm, y se les permiti6 explorar de forma libre durante 5 minutos, al
terminar, el raton se colocd aislado en una jaula. Se contaron el numero de heces y la
presencia de orina en la arena. La arena se limpi6 con etanol al 70% y se sec6 bien antes
de comenzar la primera fase del reconocimiento de objeto novedoso. Para el andlisis de
campo abierto se utilizd el programa libre Toxtrac para calcular la distancia recorrida,

tiempo en el centro, porcentaje de exploracion y movilidad.

Prueba de reconocimiento de objeto novedoso (NORT): Esta prueba consta de una fase
de entrenamiento y una fase de reconocimiento del objeto novedoso. En la fase de
entrenamiento se les permitio a los ratones explorar objetos idénticos, durante 5-10 min,
los ratones deben explorar un minimo de 20 segundos cada objeto para pasar a la fase de
reconocimiento. En la fase de reconocimiento se coloca un triplicado del objeto y un

objeto nuevo y se le permite al ratén explorar la arena con los objetos durante 5 minutos.

Todas las pruebas fueron grabadas en video y se analizaron en el programa Toxtrac para
obtener los parametros de distancia recorrida, porcentaje de movilidad, porcentaje de
exploracion y tiempo en el centro. Para la prueba NORT, se registraron los tiempos de
exploracion de forma manual utilizando un timer, considerando que la nariz apunte hacia
el objeto y se mantenga aproximadamente Scm de distancia como méaximo. Para el andlisis
de los resultados se empled la formula siguiente: (ON/ON-OC) X 100 = Indice de

reconocimiento. Donde ON significa “objeto nuevo” y OC “objeto conocido”.
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Eutanasia y recoleccion de muestras

Se empled eutanasia por puncion cardiaca terminal al finalizar cada tratamiento, se empled
una mezcla de ketamina/xilacina como anestésico a una concentracion de 100 mg/kg de
ketamina y 10 mg/kg de xilacina. En cada animal se llevd a cabo la puncién cardiaca
terminal utilizando jeringas de 1 mL, aguja Luer Lock de 27Gx13 mm, con trazas de
anticoagulante EDTA. La sangre se recolectd en microtubos de 1.5 mL y se centrifugé a
5000 rpm por 10 min, al finalizar se colecto el plasma, se alicuoto y se almaceno a -80 °C.
Después de la puncion cardiaca, se aseguro la eutanasia de los animales con dislocacion
cervical, y se llevara a cabo diseccion para colectar tumor, grasa interescapular, inguinal,
visceral, musculo gastrocnemio y corazon. El tumor y la grasa se pesaran en una balanza

analitica y se almacenard a -80°C para su uso posterior.

Extraccion de ARN y obtencion de cDNA

Se extrajo ARN total (acido ribonucleico) de tejido adiposo interescapular, y tumor por el
método del QIAzol® Lysis Reagent de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La
calidad de la extraccion se asegurd cuantificando la cantidad de RNA y la absorbancia
260/230 utilizando un equipo Nanodrop. En breve, se homogenizaron 100 mg de tejido
en 1 mL de QIAzol con un pistilo. Se incub6 el homogenizado por 5 min a 25 °C.
Enseguida, se adicionaron 0.2 mL de cloroformo, se agitd por 15 segundos y se incub6 a
temperatura ambiente por 15 min. Se centrifugd a 12,000 x g por 15 min a4 °C. En seguida
se colecto el sobrenadante y se le agreg6 0.5 mL de isopropanol, se agitd en vortex, se
incubo a 10 min en temperatura ambiente y se centrifugé a 12,000 x g por 10 min a 4 °C.
Se decant¢ el sobrenadante y se agreg6 1 mL de etanol al 75%, se centrifugd a 7500 x g
por 5 min a 4 °C. Finalmente, se decant6 el sobrenadante, se dejo secar el pellet y se
resuspendi6 en 20 pL de agua.

Para la retrotranscripcion de ARN a cDNA se emple6 el kit High Capacity ADNc Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems). Tras la cuantificacion del RNA, se ajusto la
cantidad de RNA a 2 pg. Las condiciones de reaccion a utilizar fueron las siguientes: 25
°C (10 min), 37 °C (120 min), 85 °C (5 min) y 4 °C (). Una vez finalizada la

retrotranscripcion, el cDNA se almaceno a -20 °C hasta su uso posterior.
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Expresion transcripcional de genes asociados a progresion tumoral y termogénesis.

Se cuantifico la expresion relativa de los ARN mensajeros que codifican para los genes
Mmp-2y Mmp-9 en tumor y Ucp-1 en tejido adiposo interescapular. Para evaluar los genes
Mmp-2 (MMO00439498 M1) y Mmp-9 (MM00442991 M1) se utilizaron sondas Tagman
(Applied Biosystems) y el gen Gadph (Mm99999915 gl) como gen enddgeno. Por otro
lado, que para evaluar Ucp-1 se utilizaron los siguientes primers: forward 5" AGT ACC
CAA GCG TAC CAA GC-3" y reverse 5" TCG TGG TCT CCC AGC ATA GA-3’ los
cuales presentan un amplicén de 248 pb y para el gen enddgeno beta actina se utilizaron
los primers forward 5" TGA GCT GCG TTT TAC AC CCT-3" y reverse 5'GCC TTC
ACC GTT CCA GTT TTT-3" los cuales presentan un amplicon del98 pb. Todos los
primers fueron adquiridos de Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, USA).

Para la reaccion con las sondas Tagman se afiadi6 10 uL. de TagManTM Universal Master
Mix, 1 uL de sonda TagManTM, 4 pL de agua libre de nucleasas y 5 uL de cDNA (100
ng). Las condiciones fueron la siguientes: 50 °C (2 min), 95 °C (10 min), 95 °C (15 seg;40
ciclos), 60 °C (60 seg; 40 ciclos). Para la reaccion con primers se utilizd el kit GoTaq
gPCR Master Mix (Promega Madison, WI, USA) siguiendo las instrucciones del
fabricante y se realizaron curvas de fusion para asegurar la especificidad de los primers.

Todas las reacciones se realizaron por duplicado y el analisis de resultados se realizé con
ayuda del software del termociclador Real-Time PCR System 7500. La expresion relativa

se determind mediante la formula 2-AACT.

Cuantificacion de citocinas plasmaticas

Se cuantifico la presencia de citocinas proinflamatorias IL-6, IL-10, IL-12p70, IFN-y y
TNF-a en plasma de los ratones de los diferentes grupos por citometria de flujo con el
equipo (BD Accuri C6; Becton-Dickinson Biosciences, Ann Arbor, MI, USA) y utilizando
el kit BD Cytometric Bead Array (CBA) Mouse inflammation kit (BD Biosciences),
siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, los datos obtenidos se
analizaron con el programa FCAP Array Software V 3.0 (Soft Flow Hungary, Ltd., Pécs,
Hungary). Se realiz6 la preparacion de una curva de estandares (entre 20-5000 pg/mL) y

las muestras. Se afiadieron 50 pL de la mezcla de perlas de captura a cada tubo de ensayo,
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50 uL de cada muestra y 50 mL de ficoeritrina, y se incubaron 2 horas a temperatura
ambiente y en ausencia de luz.

Después, se realizé un lavado con 1 mL de buffer de lavado y se centrifugaron los tubos
por 5 minutos a 200 g. Finalmente, se aspiro el sobrenadante y se afiadieron otros 300 pL
del buffer de lavado y se resuspendieron las perlas con un voértex para la lectura en el

citometro.

Analisis metabolomico
Para la obtencion de los perfiles metabolémicos, se enviaron 80 microlitros de plasmas al

TMIC (The Metabolomics Innovation Centre). Se enviaron los siguientes grupos para
ratones macho y hembra: Libre de Tumor, Tumor, Libre de tumor + simpatectomia,

Tumor + Simpatectomia.

Analisis estadistico

Para el analisis del objetivo uno, se determiné la distribucion de los datos utilizando una
prueba de Kolmogorov-Smirnov considerando los valores de p mayores a 0.05 con una
distribucion normal. Para este caso se aplico la prueba estadistica paramétrica de ANOVA
de una via seguida por comparaciones planeadas con correccion de Bonferroni y en caso
contrario se aplico la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, seguido por pruebas
planeadas con correccion de Dunn’s. Las pruebas planeadas en ambos casos fueron: Libre
de tumor contra libre de tumor + simpatectomia, libre de tumor contra tumor y tumor
contra tumor + simpatectomia. Para el analisis de la expresion transcripcional de las
metaloproteinasas, cada gen se compar6 de forma independiente contra el control usando
una prueba Dunn. Para las determinaciones conductuales en el segundo, tercer y cuarto
objetivo, se utilizo ANOVA de medidas repetidas. Los valores de p <0.05 se consideraron
como estadisticamente significativos. Para el quinto objetivo, se ingresaron los datos
crudos a la plataforma MetaboAnalyst 6.0 (Pang et al. 2024), donde se realiz6 un andlisis
estadistico de un solo factor. Se selecciond la opcion de concentracion como tipo de datos
y, posteriormente, se establecid un umbral maximo del 20% para valores faltantes. Para
la normalizacién de los datos se empled el escalamiento automatico (auto scaling).
Finalmente, se llevaron a cabo los analisis de andlisis de varianza (ANOVA), anélisis
discriminante por minimos cuadrados parciales (PLSDA), andlisis de componentes

principales (PCA) y analisis de mapa de calor (heatmap).
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RESULTADOS

Efectos de la carga tumoral y el SNS sobre indicadores de composicion corporal
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Figura 1.- a) Evolucion del peso corporal en ratones con simpatectomia (SIMP) tanto libres de tumor (LT)
y portadores de tumor (Tumor) durante el experimento, la primera linea punteada corresponde al dia de la
simpatectomia mientras la segunda linea corresponde a la implantacion tumoral. En la segunda grafica b)
se observa el IMC, para calcularlo se rest6 el peso del tumor. Los valores se presentan como la media + el
error estandar de la media de 6 ratones. Los valores de p igual o menores a 0.05 se consideran
estadisticamente significativo.

Los valores de peso corporal fueron normalizados al dia -4, cuatro dias antes de la
simpatectomia. En los grupos simpatectomizados se observo disminucion significativa en
el peso corporal en los dias 3y 5 (p=0.011; 0.03) en un 9.3 y un 9.1% para el grupo LT+
SIMP y enun 11.7 y 10.6% en el grupo Tumor + SIMP respectivamente en los dias 3y 5
(p=0.017:0.017). A partir del dia 7 no se registraron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos durante la progresion del experimento (Fig.la). Para
calcular el indice de masa corporal (IMC) se rest6 la diferencia de la masa tumoral en los
grupos tumor. Se observd una disminucion significativa en el IMC asociado a la carga
tumoral en un 10.5% (p=0.033) comparado contra el grupo LT observando una media de
IMC de 0.38 g/cm2 comparado a 0.42 g/cm2 en el grupo LT. Al comparar el IMC en el
grupo tumor contra el grupo tumor simpatectomia se observd un restablecimiento a un
IMC de 0.43 g/cm2. No se observo efecto en el grupo LT + SIMP comparado contra el
grupo LT (Fig. 1b).
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Efectos de la carga tumoral y el SNS sobre la ingesta de agua y alimento
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Figura 2.- En las tablas a) y c) se presentan los valores del consumo de alimento y agua diario en ratones
libre de tumor (LT) y con simpatectomia (SIMP) a partir del dia de la implantacion tumoral. En las graficas
b) y d) se presentan los valores de ingesta total. Los valores se presentan como la media =+ el error estandar
de la media. Los valores de p igual o menores a 0.05 se consideran estadisticamente significativo (*).

La implantacion tumoral se realiz6 al dia 9 por lo que la conducta alimentaria se monitoreo
empezando desde ese dia. Se observd que la ingesta de alimento se mantuvo similar
durante el experimento en los grupos sin tumor, sin embargo, a partir del dia 15 que
corresponde a 6 dias después de la implantacion tumoral disminuye la ingesta de alimento
hacia valores menores a 5 gramos como se observa en la tabla 2a. A calcular la ingesta de
alimento total se observd una disminucion significativa del 12% comparado contra el
grupo libre de tumor (p= 0.04) en ingesta de alimento asociada a tumor con una media de
consumo de alimento de 4.9g mientras el grupo libre de tumor consumi6 5.58¢g (Fig. 2b).
En cuanto a la ingesta de agua, no se observaron cambios estadisticamente significativos

asociados a la carga tumoral o a la simpatectomia (Fig.2d).
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Efectos de la carga tumoral y el SNS sobre la composicion de tejido adiposo y
musculo
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Figura 3.- Se presentan los valores de porcentaje con respecto al peso de a) grasa y b) musculo de diferentes
depositos en ratones con simpatectomia (SIMP) libres de tumor (LT) y portadores de tumor. En la grafica
¢) se presentan los niveles de Ucp-1 relativos expresados en el tejido adiposo interescapular. Los valores de
p igual o menores a 0.05 se consideran estadisticamente significativo.

En cuanto a la grasa corporal (Fig. 3a), se observd disminucion asociada a la carga tumoral
en los tres depositos: Visceral (40.19% de reduccion), inguinal (54% de reduccion), y
visceral (37.17% de reduccién) con valores de p=0.001, p=0.0007, y p=0.0085
respectivamente comparado contra el grupo libre de tumor. Por su parte, en el grupo de
tumor + SIMP no se observaron cambios estadisticamente significativos en los depositos
interescapular e inguinal, sin embargo, en la grasa visceral si se observa una atenuacion
en el desgaste de este depdsito (p=0.05). Ademads, se observo un aumento significativo en
grasa interescapular en un 25.18% en ratones con simpatectomia libres de tumor
comparado contra el grupo libre de tumor (P=0.0097). Por otro lado, en el peso de
musculo gastrocnemio y corazén, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos, tal como se observa en la figura 2b.Por otro lado, al analizar
la expresion relativa de Ucp-1 en tejido adiposo interescapular, se encontrd un aumento
significativo de 6.2 veces (p=0.03) mientras que la simpatectomia restablecid los niveles
relativos de Ucp-1 con valores de 1.06 veces en el grupo LT + SIMP y 1.78 veces en tumor

+ SIMP (Fig. 2¢).
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Efectos de la carga tumoral y el SNS sobre la activacion del tejido adiposo
interescapular
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Figura 4.- Se presentan los valores del area en pixeles obtenidos con el programa de uso libre Adiposoft.
Se presentan imagenes representativas de los grupos b) libre de tumor (LT), ¢) tumor, d) libre de tumor +
simpatectomia (SIMP), y e¢) Tumor + SIMP. Los valores de p igual o menores a 0.05 se consideran
estadisticamente significativo.

En el andlisis de imagen, el area en pixeles corresponde al area en los adipocitos o la gota
lipidica. La activacién de tejido adiposo se observan gotas lipidicas pequefias. En el
analisis se observé in incremento significativo en el area en pixeles en el tejido adiposo
interescapular de ratones simpatectomizados libres de tumor con un valor de p de 0.0001.
Sin embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el resto de

los grupos.
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Efectos de la carga tumoral y el SNS sobre citocinas proinflamatorias
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Figura 5.- Se presentan los valores de citocinas inflamatorias presentes en plasma sanguineo en los
diferentes grupos experimentales. Los valores de p igual o menores a 0.05 se consideran estadisticamente
significativo.

En cuanto a citocinas se observo un incremento estadisticamente significativo asociado a
tumor de IL-6 e IFN-y. En cuanto a IL-6 no se observo produccion de citocinas en los
grupos libres de tumor independientemente de la simpatectomia, pero en la presencia de
un tumor, se observa produccion con una media de 53.9 pg/mL en el grupo tumor y 85.59
en el grupo tumor + simpatectomia con valores de p de 0.03 y 0.002 respectivamente. En
cuanto a IFN-y los valores incrementaron desde 6.0 pg/mL en el grupo libre de tumor, y
8.98 pg/mL en el grupo simpatectomia libre de tumor a 55.76 pg/mL en el grupo tumor y
69.86 pg/mL en el grupo simpatectomia tumor de forma significativa (p=0.0001; p=0.001)

respectivamente.
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Efectos de la carga tumoral sobre la progresion tumoral
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Figura 6.- Se presentan los valores de a) volumen tumoral durante el experimento y los valores de b) peso
tumoral final. Los valores de c¢) expresion relativa de mensajeros para metaloproteinasas en tumores de
ratones con simpatectomia. Los valores de p igual o menores a 0.05 se consideran estadisticamente
significativo.

En la progresion tumoral no se observaron diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos. En cuanto el grupo tumor los tumores presentaron un volumen tumoral
en el dia 18 de 1325.01 + 132.28 mm3 y 1249.47 + 97.53 mm3 para el grupo tumor y
tumor simpatectomia respectivamente. Mientras que el peso promedio de los tumores fue
de 2.96 g para el grupo tumor y 3.08 g para el grupo tumor + simpatectomia. Por otro lado,
al analizar la expresion relativa de metaloproteinasas se observd una disminucion

estadisticamente significativa en Mmp-9 con una expresion 2.26 menor (p=0.0025).
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Efectos de la carga tumoral sobre indicadores de movilidad: Machos
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Figura 7.- Desempefio en los indicadores de movilidad en ratones machos libre de tumor (a-d) y portadores
de tumor (e-h) en la prueba OFT en los dias -3 (D-3), 5 (D5), y 10 (D10). Los datos representan las medias
+ el error estandar de § ratones, los valores de p < 0.05 son considerados significativos (*).

En los indicadores de movilidad de acuerdo con la prueba de campo abierto, en los ratones
macho libres de tumor se observo una diferencia significativa (p=0.01) en el ratio de
movilidad en el dia 10 comparado contra el dia -3 (Fig. 7b). Pero no se observaron cambios
en el resto de los indicadores (Fig. 7a, 7c y 7d). Por otro lado, en los ratones macho
portadores de tumor no se observaron diferencias estadisticamente significativas a lo largo

de la progresion del experimento como se observa en la figura 7e-h.
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Efecto de la carga tumoral sobre indicadores de movilidad: Hembras
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Figura 8.- Desempefio en los indicadores de movilidad en ratones hembra (a-d) y portadores de tumor (e-
h) en la prueba OFT en los dias -3 (D-3), 5 (D5), y 10 (D10). Los datos representan las medias + el error
estandar de 8 ratones, los valores de p < 0.05 son considerados significativos (*).

En los indicadores de movilidad en ratones hembra libres de tumor, se observd una
disminucion significativa (p=0.01) en el ratio de movilidad al dia 5 comparado contra el
dia -3, registrando una media de 82.41% en el dia -3 contra una media de 73.16% en el
dia 5, sin cambios significativos para el dia 10 (Fig. 8b). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el resto de los indicadores de movilidad durante la

progresion del experimento.

En cuanto ratones hembra portadores de tumor, al dia 10 se observaron cambios
significativos en tres de los indicadores de movilidad tal como se observa en las Figuras
8e, 8f y 8h. Se observo una disminucion significativa en la velocidad (p=0.03) con
cambios de una media de 68.18 mm/s en el dia -3 a una media de 44.76 mm/s en el dia
10. También el ratio de movilidad disminuyo de forma significativa en los dias 5 y 10
ambos registrando un valor de p de 0.04 con una media de movilidad de 77.63% en el dia
5y 63.42% en el dia 10 comparado contra una media de 84.72% en el dia -3. En la

distancia recorrida se encontrd una disminucion significativa (p=0.04) disminuyendo de
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una media de distancia de 20865mm en el dia -3 a una media de 13847mm en el dia 10.

No se observaron cambios significativos en el ratio de exploracion.

Efecto de la carga tumoral sobre indicadores de Ansiedad: Machos
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Figura 9.- Desempefio en los indicadores de ansiedad en ratones macho libres de tumor (ay b) y
portadores de tumor (c y d) en el OFT en los dias -3 (D-3), 5 (D5), y 10 (D10). Imagenes representativas
de los trayectos en los dias -3(e), 5(f) y 10 (g). Los datos representan las medias * el error estandar de 8
ratones, los valores de p < 0.05 son considerados significativos (*).

En cuanto a los indicadores de ansiedad de acuerdo con la prueba de campo abierto se
observaron cambios significativos en los ratones macho libre de tumor como se observa
en la Figura 9a y 9b. Se observd menor tiempo en el centro al dia 10 con una media de
16.29s comparado con 37.51s en el dia -3 (p=0.04). Ademas, se observo un incremento
significativo (p=0.02) en el nimero de heces fecales de una media de 3.125 heces a 5.25

heces en el dia 10.
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Para los ratones machos portadores de tumor, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas durante la progresion del experimento tal como se observa

en la Figura 9c y 9d.

Efecto de la carga tumoral sobre indicadores de ansiedad: Hembras
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Figura 10.- Desempeifio en los indicadores de ansiedad en ratones hembra libres de tumor (ay b) y
portadores de tumor (¢ y d) en el OFT en los dias -3 (D-3), 5 (D5), y 10 (D10). Imagenes representativas
de los trayectos en los dias -3(¢), 5(f) y 10(g). Los datos representan las medias + el error estandar de 8
ratones, los valores de p < 0.05 son considerados significativos (*).

En los indicadores de ansiedad de acuerdo con la prueba de campo abierto, en hembras
libres de tumor se observo disminucion significativa en el tiempo en el centro en los dias
5 (p=0.001) y dia 10 (p=0.004) comparado contra el dia -3, registrando una media de
36.19s en el dia -3, 20.45s en el dia 5 y 12.41s en el dia 10 (Fig. 10a). Pero no se

observaron cambios en el numero de heces fecales.

Mientras que el grupo portador de tumor también se observé una disminucion significativa
en el tiempo en el centro con medias de 39.24s en el dia -3, 17.70s en el dia 5 y 15s en el

dia 10 con valores de p de 0.001 y 0.04 en los dias 5 y 10 comparado contra el dia -3
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respectivamente (Fig. 10c). No se observaron cambios significativos en el nimero de

heces fecales.

Efectos del sistema nervioso simpatico y la carga tumoral sobre indicadores de
movilidad: Machos

a) 150- b) 100+ C) 150+ d)_ 40000
— — E
5 = E g0 *s = 1 E
£ 2 T . PR © 30000 L.
= 100 = T 80 S 100 oee a2 * R
A g— L] . N E ® . ul ek E ® ¢ = 4
@ 3T e = = 2 704 |7 |" 5 © 20000
] g oo g H _g . 8
£ 5 s0- . g 60 |° 5 so0- IR EE
3 3 . | 3 o o 2 100004
- = . | £ so N g
[ 14 * %’
0 T T T 40 T T T 0 T T T 0-
D-3 D5 D10 D3 D5 D10 D-3 D5 D10 D3 D5 D10
e) f) 150 Q) 150~ h)A4oooo—
150 g S E ¢ N
_ o o ‘@ 30000 .
5 2 y . S0 , 5 100 - .
E 3 3 P S 20000
5 3 S R - L T H &
2 S 50 I & so- | s B
8 504 ° o 50 [ S .
2 o o .| £ 10000
S “.v- A E ] ﬂ 4
(14 -4 A g A
0- 0 T T T 0 T T T 0 T T T
D3 D5 D10 D-3 D5 D10 D-3 D5 D10 D-3 D5 D10

Figura 11.- Desempefio en los indicadores de movilidad en ratones machos simpatectomizados libre de
tumor (a-d) y simpatectomizados portadores de tumor (e-h) en la prueba OFT en los dias -3 (D-3), 5 (D5),
y 10 (D10). Los datos representan las medias =+ el error estandar de 8 ratones, los valores de p < 0.05 son
considerados significativos (*).

En los indicadores de movilidad de acuerdo a la prueba de campo abierto en ratones macho
con simpatectomia libres y portadores de tumor, no se observaron cambios

estadisticamente significativos durante la progresion del experimento (Fig. 11 a-h).
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Efectos del sistema nervioso simpatico y la carga tumoral sobre indicadores de
movilidad: Hembras

a) 100 b) 1009 C) 100+ d) 30000
f L] Ak = e m_m A =
=] = 80- ee, o N & : : =
= £ . T 90 2
-
= £ o =]
= = 60 z ‘E
- 3 2 804 S
[} g 40+ o 3
- k<] -] g
=2 2 20 g ™ z
= S <
4
0- 60-
D-3 D5 D10 D-3 D5 D10
e) 100 * f)  1s0- g) T
¢ § —_ . mEg . E A
w8 ° = ' Z £ g0 Pee [ -
- " © Py a ©
- £ T 1 T 100 o, ang 4+ & "| 4. B 20000
S E 6o P 3 s 2 g0 [* E "
E 3 L8 TREa g I
= S a0 B 40+ =
[ 3 40 g 504 il s . 2 10000
S 20 S £ 20 N
£ w o 4
0- 0 T T T 0 T T T a 0 T
D-3 D5 D10 D3 D5 D10 D-3 D5 D10 D3 D5 D10

Figura 12.- Desempefio en los indicadores de movilidad en ratones hembras simpatectomizados libre de
tumor (a-d) y simpatectomizados portadores de tumor (e-h) en la prueba OFT en los dias -3 (D-3), 5 (D5),
y 10 (D10). Los datos representan las medias + el error estandar de 8 ratones, los valores de p < 0.05 son
considerados significativos (*).

Para los indicadores de movilidad en los ratones hembra con simpatectomia libres de
tumor, no se observaron cambios estadisticamente significativos durante la progresion del

experimento (Fig. 12 a-d).

Por otro lado, en ratones hembra portadores de tumor la velocidad disminuy6 de forma
significativa (p=0.03) en el dia 10 con una media de 40.40 mm/s comparado contra el dia
5 con una media de 66.68 mm/s (Fig. 12e). Asimismo, la distancia recorrida disminuy6
(»=0.04) en un 38.2% en el dia 10 con una media de distancia recorrida de 12889 mm
contra una media de 20853 mm en el dia 5 tal como se observa en la figura 12h. No se

observaron cambios significativos en el resto de los indicadores en movilidad.
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Efectos del sistema nervioso simpatico y la carga tumoral sobre indicadores de
ansiedad: Machos
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Figura 13.- Desempefio en los indicadores de ansiedad en ratones hembra con simpatectomia libres de
tumor (a y b) y portadores de tumor (¢ y d) en el OFT en los dias -3 (D-3), 5 (D5), y 10 (D10). Imagenes
representativas de los trayectos en los dias -3(e), 5(f) y 10 (g). Los datos representan las medias + el error
estandar de 8 ratones, los valores de p < 0.05 son considerados significativos (*).

En los indicadores de ansiedad en ratones macho simpatectomizados, no se observaron
diferencias en ratones libres de tumor. Sin embargo, al portar un tumor se observaron
cambios en el nimero de heces fecales al comparar el dia -3 con el dia 10. Se observé una
media de 1 heces fecal en el dia -3 comparado con una media de 3.62 heces para el dia 10
(p=0.012). Asimismo, en ratones hembra simpatectomizadas, no se observaron diferencias
en los indicadores de ansiedad el grupo libre de tumor, pero, se observé una disminucioén
significativa (p=0.018) en el tiempo en el centro, con una media de 27.96 s en el dia -3

comparado contra 8.15 s en el dia 10 (Fig. 13cy 13d).
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Efectos del sistema nervioso simpatico y la carga tumoral sobre indicadores de
ansiedad: Hembras
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Figura 14.- Desempefio en los indicadores de ansiedad en ratones hembra con simpatectomia libres de
tumor (a y b) y portadores de tumor (¢ y d) en el OFT en los dias -3 (D-3), 5 (D5), y 10 (D10). Imagenes
representativas de los trayectos en los dias -3(e), 5(f) y 10 (g). Los datos representan las medias + el error
estandar de 8 ratones, los valores de p < 0.05 son considerados significativos (*).

En cuanto a los indicadores de ansiedad en ratones hembra con simpatectomia, los ratones

libres de tumor no presentaron cambios en el tiempo en el centro ni en las heces. Por otro

lado, en ratones portadores de tumor se observé una disminucion significativa (p =0.01)

en el tiempo en el centro, con una media de 27.96 s en el dia -3, comparado con 8.15 s en

el dia -3. No se observaron diferencias en las heces fecales.
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Efectos del sistema nervioso simpatico y la carga tumoral sobre la memoria de
reconocimiento
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Figura 15.- Tiempo de exploracion del objeto novedoso en la prueba NORT en ratones libres de tumor
(LT), portadores de tumor (Tumor), libres de tumor simpatectomizados (LT + Symp) y portadores de tumor
simpatectomizados (LT + Symp), en los dias -3 (D-3), 5 (DS5), y 10 (D10). La linea punteada representa el
punto de corte en el 50%. Los datos representan las medias + el error estandar de 8 ratones, los valores de p
< 0.05 son considerados significativos (*).

El indice de reconocimiento (IR) cercano o igual a 50% es considerado un indicador de
deterioro cognitivo. En los ratones machos, los valores de IR en los dias -3 y 5 se
mantuvieron arriba de 60% en todos los grupos. Mientras que en el dia 10 el grupo
portador de tumor registrd un IR de 42.26% y el grupo libre de tumor registr6 un valor de
60.23%. Por otra parte, el grupo libre de tumor + simpatectomia registré un valor de 49.67
y el grupo tumor + simpatectomia registro un valor de 53.42%, no se observaron

diferencias estadisticamente significativas (Fig. 15a).

Por otro lado, en los ratones hembras se observaron resultados mayores a 60% en los dias
-3y 5 pero en el dia 10 el grupo tumor registr6é un IR de 50.16% y en el grupo libre de
tumor un IR de 56.84%. En los grupos con simpatectomia, el grupo libre de tumor registro
un IR de 57% y el grupo simpatectomia + tumor un IR de 65.67%. N no se observaron

diferencias estadisticamente significativas (Fig. 15b).
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Efectos de la carga tumoral sobre niveles de lipidos en plasma en ratones macho
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Figura 16.- Niveles de los distintos metabolitos del perfil lipidico plasmatico de ratones machos portadores
de tumor tratados con Atorvastatina (ATV) y Acipimox (ACP). Los datos representan las medias + el error
estandar de 4 ratones, los valores de p < 0.05 son considerados significativos (¥).

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de lipidos
plasmaticos entre los grupos asociado a la carga tumoral o a los tratamientos, pero si se

observaron cambios estadisticamente significativos (p=0.01) en VLDL. En el grupo

portador de tumor se observé un incremento en VLDL en un 124% de una media de 12.10

mg/dl a 27.2 mg/dl mientras que en el grupo tratado con Acipimox los niveles de VLDL

se restablecieron de forma significativa (p=0.02), a 12.9 mg/dl no se observo diferencias

estadisticamente significativas en el grupo tratado con Atorvastatina.
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Efecto de la carga tumoral y tratamientos con antilipidemicos en indicadores de
movilidad en ratones macho
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Figura 17.- Desempefio en los indicadores de movilidad en ratones macho portadores de tumor tratados con
Atorvastatina (a-d) portadores de tumor tratados con Acipimox (e-h) en la prueba OFT en los dias -3 (D-3),
5 (D5), y 10 (D10). Los datos representan las medias + el error estandar de 8 ratones, los valores de p < 0.05
son considerados significativos (*).

Se observaron cambios en todos los indicadores de movilidad en los ratones con tumor
tratados con Atorvastatina, disminuyeron de forma significativa (p=0.05) su velocidad de
una media de 67.17 mm/s en el dia -3 a 45.01 mm/s en el dia 10. En cuanto el ratio de
movilidad, este disminuy6 de una media de 87.22% en el dia -3 a una media de 68.90%
en el dia 10 (p=0.004). También el ratio exploratorio disminuyd, de una media de 85.10%
en el dia -3 a una media de 68.54% en el dia 10 (p=0.007). Por otra parte, la distancia
recorrida disminuy6 de forma significativa (p=0.04) de una media de distancia de 20600
m en el dia -3, a 16645mm en el dia 5 hasta llegar a una media de 13798 mm (p=0.006)

en el dia 10. Tal como se observa en la Figura 17 a-d.

Por otro lado, en el grupo portador de tumor tratado con Acipimox también se observaron
cambios en los indicadores de movilidad. En el indicador de velocidad se observo
disminucion en el dia 10 con una media de velocidad de 50.50 mm/s comparado con el
dia 5 con una media de 71.02 mm/s (p=0.04). Mientras que el ratio de movilidad
disminuy6 de un 90.22% en el dia -3 a un 76.06% en el dia 10 (p=0.01). Ademas, la

distancia recorrida disminuyd de una media de 22058mm en el dia -3 a una media de
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15563mm en el dia 10 (p=0.03). No se observaron diferencias significativas en el ratio

exploratorio, tal como se observa en la figura 17 e-h.

Efecto de la carga tumoral y tratamientos con antilipidemicos en indicadores de
ansiedad en ratones macho
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Figura 18.- Desempeiio en los indicadores de ansiedad en ratones machos portadores de tumor tratados con
Atorvastatina (a y b) y portadores de tumor tratados con Acipimox (¢ y d) en el OFT en los dias -3 (D-3), 5
(D5), y 10 (D10). Imégenes representativas de los trayectos en los dias -3(e), 5(f) y 10 (g). Los datos
representan las medias + el error estandar de 8 ratones, los valores de p < 0.05 son considerados
significativos (¥*).

El tiempo en el centro disminuy6 de forma significativa en ambos grupos, en el grupo
tratado con Atorvastatina, el dia -3 registré un tiempo en el centro de 39.51s y disminuy6
significativamente (p=0.01) a 9.45 s Por otro lado, se observé un resultado similar en el
grupo tratado con Acipimox donde el dia -3 registro una media de 44.35 s de tiempo en el
centro y disminuyé de forma significativa (p=0.001) a 11.234 s en el dia 5 y
posteriormente a 11.20 s en el dia 10 (p=0.008). No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en el nimero de heces fecales en los distintos tratamientos

durante la progresion del experimento.
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Efecto de la carga tumoral y tratamientos con antilipidemicos sobre la memoria de
reconocimiento
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Figura 19.- Tiempo de exploracion del objeto novedoso en la prueba NORT en ratones libres de tumor
(LT), portadores de tumor (Tumor), portadores de tumor tratados con Atorvastatina (LT + ATV) y
portadores de tumor tratados con Acipimox (Tumor + ACP), en los dias -3 (D-3), 5 (D5), y 10 (D10). La
linea punteada representa el punto de corte en el 50%. Los datos representan las medias =+ el error estandar
de 8 ratones, los valores de p < 0.05 son considerados significativos (*).

En el indice de reconocimiento (IR) de la prueba NORT, se registraron valores por encima
del 60% en los dias -3 y 5, sin presentar cambios significativos. Sin embargo, para el dia
10 se observo una disminucion significativa (p=0.01) en el IR en el grupo tumor con un
valor de 42.26% mientras el grupo libre de tumor registro un IR de 60.23%. Por otro lado,
el grupo tratado con Atorvastatina el IR registro un IR de 51.98%. mientras que en el

grupo tratado con Acipimox se observo un incremento significativo (p=0.02) en el IR con
un valor de 63.71%.
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Obtener los perfiles metabolomicos asociados a la carga tumoral y a un sistema
nervioso simpatico disfuncional y a su interaccion: Machos
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Figura 20.- Valores de la prueba ANOVA en MetaboAnalyst en los grupos libre de tumor (LT), libre de

tumor simpatectomizados

(LTSIMP),

simpatectomizados (TUMSIMP).

portadores

de tumor (Tumor), y portadores

de tumor

En el analisis metabolomico en ratones machos después del ajuste de valores faltantes se

analizaron 404 metabolitos con 90 de ellos siendo estadisticamente significativos de

acuerdo con la prueba ANOVA. En la Figura 20b se muestran los primeros 4 metabolitos

del analisis observandose alteraciones principalmente en lipidos tales como ceramidas,

esfingolipidos, y fosfatidilcolinas.
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Obtener los perfiles metabolomicos asociados a la carga tumoral y a un sistema
nervioso simpatico disfuncional y a su interaccion: Hembras
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Figura 21.- Valores de la prueba ANOVA en MetaboAnalyst en los grupos libre de tumor (LT), libre de
tumor simpatectomizados (LTSIMP), portadores de tumor (Tumor), y portadores de tumor
simpatectomizados (TUMSIMP).

En el analisis metabolomico en ratones hembra después del ajuste de valores faltantes se
analizaron 414 metabolitos con 3 de ellos siendo estadisticamente significativos de
acuerdo con la prueba ANOVA. En la Figura 21b se muestran los 3 metabolitos del
andlisis observando alteraciones en el lipido hexosilceramida, 4cido 2-hidroxisovalérico

y ceramida.
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Analisis de PCA y PLSDA de perfiles metabolomicos asociados a la carga tumoral
y a un sistema nervioso simpatico disfuncional y a su interaccion: Machos
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Figura 22.- Analisis de a) PCA en MetaboAnalyst en los grupos Machos libre de tumor (LT), libre de tumor
simpatectomizados (LTSIMP), portadores de tumor (Tumor), y portadores de tumor simpatectomizados
(TUMSIMP). En la grafica b) se observa el loadings plot del PCA que refleja el peso de cada variable en el
analisis de componentes principales. En la grafica c) se observa la importancia de la variable en la
proyeccion (VIP) del analisis PLSDA.

Para los ratones machos, en el analisis de componentes principales a) se observa la
agrupacion de las muestras de los diferentes grupos en el PC1 (43.5%) y PC2 (18.9%).
Por otro lado, en el grafico de cargas (loadings plot) se observa la distribucioén de los
metabolitos que influyeron en la variacion observada entre las muestras. Siendo los

metabolitos PC aa C38:4, PC aa C40:6, N-Acetyl-Glycine, deoxycytidine, PC aa C40:5
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quienes presentan mayor contribucion en la direccion positiva del PC1 y los metabolitos
TG(18:1 _32:2), TG(16:1 _32:0), TG(16:1_32:0), TG(16:0_32:2), TG(16:0 32:1) en
direccion negativa. En la grafica c) se muestra la importancia de las variables en la
proyeccion (VIP) del andlisis PLSDA, destacando los 15 metabolitos que mas
contribuyeron a la separacion de los grupos, junto con sus abundancias relativas. La

mayoria de ellos corresponden a metabolitos lipidicos.
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Analisis de PCA y PLSDA de perfiles metabolomicos asociados a la carga tumoral
y a un sistema nervioso simpatico disfuncional y a su interaccion: Hembras
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Figura 23.- Andlisis de a) PCA en MetaboAnalyst en los grupos Hembras libre de tumor (LT), libre de
tumor simpatectomizados (LTSIMP), portadores de tumor (Tumor), y portadores de tumor
simpatectomizados (TUMSIMP). En la grafica b) se observa el loadings plot del PCA que refleja el peso de
cada variable en el analisis de componentes principales. En la grafica c) se observa la importancia de la
variable en la proyeccion (VIP) del analisis PLSDA.
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En ratones hembra, el andlisis de componentes principales (PCA) se observa a) la
agrupacion de las muestras de los distintos grupos en los ejes PC1 (41.3%) y PC2 (18.5%).
Por otra parte, en el grafico de cargas (loadings plot) se observa la distribucion de los
metabolitos que influyeron en la variacion entre las muestras. Entre ellos, los triglicéridos
TG(18:2_33:1), TG(16:0 38:6), TG(18:3 36:2), TG(18:1 34:3) y TG(20:3 _34:2)
presentaron una mayor contribucion en la direccion positiva del PC1, mientras que los
metabolitos acido 2-hidroxibutirico, acido 2-hidroxiisovalérico, acido a-aminobutirico,
acido lactico y acido caproico lo hicieron en la direccion negativa. En la gréafica c) se
representa la importancia de las variables en la proyeccion (VIP) del andlisis PLSDA,
destacando los 15 metabolitos que mas contribuyeron a la separacion de los grupos, junto

con sus abundancias relativas. La mayoria corresponden a metabolitos lipidicos.

Mapa de calor de los perfiles metabolomicos asociados a la carga tumoral y a un
sistema nervioso simpatico disfuncional y a su interaccion: Machos
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Figura 24.- Mapa de calor de la abundancia relativa de los 25 metabolitos principales con diferencias
estadistica en los diferentes grupos de ratones macho libre de tumor (LT), libre de tumor simpatectomizados
(LTSIMP), portadores de tumor (Tumor), y portadores de tumor simpatectomizados (TUMSIMP).

51



En el mapa de calor se observa la abundancia relativa de los metabolitos en los ratones
macho bajo las distintas condiciones, se observan cambios marcados en la presencia de
fosfatidilcolinas, ceramidas y hexosilceramidas de una concentracion baja en ratones libre
de tumor e incrementando en ratones con tumor simpatectomizados. Por otro lado, en los
triglicéridos se observa una concentracion alta en los ratones libre de tumor, para
disminuir gradualmente hasta llegar a niveles bajos en los ratones con tumor y

simpatectomia.

Mapa de calor de los perfiles metabolomicos asociados a la carga tumoral y a un
sistema nervioso simpatico disfuncional y a su interaccion: Hembras
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Figura 25.- Mapa de calor de la abundancia relativa de los 25 metabolitos principales con diferencias
estadistica en los diferentes grupos de ratones hembra libre de tumor (LT), libre de tumor simpatectomizados
(LTSIMP), portadores de tumor (Tumor), y portadores de tumor simpatectomizados (TUMSIMP).

En ratones hembra se observan una concentracion alta de triglicéridos en ratones libre de
tumor, esta disminuye en ratones con tumor, y simpatectomizados.
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DISCUSION

En el experimento del primer objetivo, simpatectomizamos ratones portadores de tumor
para observar la contribucion del SNS en la caquexia asociada a cancer y en la progresion
tumoral. Se observo una disminucion en el indice de masa corporal asociado a la carga
tumoral, efecto que se revirtid por la simpatectomia. Por un lado, la caquexia también se
caracteriza por un desgaste en tejido adiposo. Y por otro lado se sabe que el SNS regula
el contenido de grasa en los adipocitos a través de lipdlisis y ademads induce termogénesis
en tejido adiposo pardo, esto a través de la activacion de los receptores beta-adrenérgicos
mediado por norepinefrina (Collins et al. 2022). En nuestro modelo murino de cancer, se
observo desgaste de tejido adiposo en los depositos de grasa tanto interescapular, inguinal
y visceral. Sin embargo, el simpatectomizar ratones portadores de tumor, no previno el
desgaste de tejido adiposo interescapular ni inguinal, pero si el visceral. Dado a que no se
observaron diferencias estadisticamente significativas en musculo gastrocnemio y
corazon, la atenuacion del desgaste del tejido adiposo visceral podria explicar la
restauracion del IMC. También se observd una mayor cantidad de tejido adiposo
interescapular en ratones simpatectomizados sin tumor comparado contra ratones libres
de tumor intactos. Esto podria ser debido a que se atenud la termogénesis basal que
requieren los ratones para regular su temperatura corporal en condiciones de bioterio la
cual suele estar entre 22 a 25°C, sin embargo, se ha observado que la termoneutralidad en
ratones es mas cercano a 32°C mientras que en ratones portadores de tumor incrementa
hasta 37°C (Hylander et al. 2016). A su vez, la simpatectomia no previno el desgaste del
tejido adiposo interescapular en ratones portadores de tumor, lo cual sugiere que otros
factores lipoliticos, citocinas o productos del tumor podrian ser responsables. Asimismo,
la expresion transcripcional de Ucp-I incrementd en ratones portadores de tumor y
regresaron a valores basales en ratones con la simpatectomia. Ucp-1 es una proteina que
desacopla la oxidacion fosforilativa y en consecuencia genera calor lo cual ayuda en la
regulacion de la temperatura corporal en los organismos. Hablando especificamente de
ratones, el tejido adiposo interescapular es el deposito graso de mayor relevancia para
termogénesis, fenomeno regulado por la activacion de receptores adrenérgicos [3-3

(Tabuchi et al. 2021).
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Por otro lado, en los grupos con tumor observamos un incremento en los niveles de IL-6
e IFN-y plasmadticas, citocinas proinflamatorias asociadas a caquexia, pero no se
observaron cambios atribuidos asociados a la simpatectomia. Estos hallazgos podrian
explicar los resultados en el desgaste del tejido adiposo interescapular. Estudios han
observado que la IL-6 tiene efectos lipoliticos y de termogénesis, en un estudio realizado
en ratones BALB/c portadores del cancer de colon 26, se observd desgaste en tejido
adiposo inguinal y activacion del tejido adiposo pardo interescapular, efecto que fue
inhibido al utilizar anticuerpos anti-IL-6 (Han et al. 2018). Esta observacion acompafiada
por el hecho que la activacion de grasa parda interescapular solamente se atenuo6 en los
grupos libres de tumor, sugiere que esté¢ pardeamiento en ratones por tumor es llevado
principalmente por otros factores asociados a tumor como lo es IL-6. Han et al también
observd desgaste en tejido adiposo inguinal y la atenuacion en su desgaste dado por
intervencion con un anticuerpo anti-IL-6 en el modelo C-26 colorrectal. En nuestro
modelo tumoral murino, también observamos desgaste de tejido adiposo inguinal, sin
atenuacion mediada por la simpatectomia. Por lo que el desgaste de este tejido podria ser
llevado a cabo principalmente por factores lipoliticos como IL-6 y no por el sistema
nervioso simpéatico, también podria haber variaciones tanto por el tipo de tumor, asi como
el sitio de implantacion debido a que en este modelo se implanta en el flanco posterior el
cual anatdmicamente estd mas cercano al depdsito de grasa inguinal. Ademas, a diferencia
del tejido adiposo interescapular cuya funcion es termogénica, la grasa inguinal y visceral
son categorizadas como tejido adiposo blanco cuya funcidon principal se asocia a
almacenamiento de energia (Chun et al. 2021). Asimismo, se observé incremento en [FN-
y plasmatico asociado a la carga tumoral. El IFN-y es una citocina proinflamatoria
asociada a caquexia en diversos tipos de cancer (Paval et al. 2022). Se ha observado que
participa en el desgaste de musculo y pérdida de peso en el modelo caquéctico de
carcinoma pulmonar de Lewis (Chiappalupi et al. 2020). Ademas, se ha encontrado sobre
expresion de IFN-y en tejido adiposo mesentérico en el modelo caquéctico de Walker 256
en ratas. Aunado a ello, se ha asociado el incremento de ifngrl, el receptor de IFN-y con
indicadores de caquexia tales como pérdida de peso y reduccion en la ingesta de alimento
en ratas Wistar (Yamashita et al. 2017). Ademas de IL-6, IFN- y podria contribuir en las

alteraciones morfométricas, desgaste de grasa interescapular e inguinal en nuestro modelo.
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Del mismo modo, la anorexia es un indicador importante de caquexia asociada a céncer.
Nosotros observamos una disminucion del 12% en la ingesta de alimento asociada a la
carga tumoral. Por su parte, un trabajo reportdé que ratones C57BL6 portadores del
fibrosarcoma CHX207 disminuyeron la ingesta de alimento en un 15% sin encontrar
diferencias en la ingesta de agua (Pototschnig et al. 2023) lo cual coincide con nuestras
observaciones. Este efecto podria deberse a IL-6 la cual estudios han evidenciado su
contribucion en efectos anoréxicos inducidos por inflamacion en el hipotalamo
(Dwarkasing et al. 2016). Por otro lado, se ha observado que también el sistema nervioso
simpatico es capaz de regular la ingesta de alimento, especificamente a través de
receptores adrenérgicos tipo beta-3 en el sistema nervioso central (Richard et al. 2017).
Debido a que por si sola a simpatectomia no ejercié un efecto significativo en la ingesta
de alimento, sugiere que moléculas como IL-6 u otras podrian ser responsables de los

efectos anorexigénicos en este modelo tumoral.

En cuanto a la progresion tumoral, es sabido que el sistema nervioso simpatico participa
directamente contribuyendo en la progresion de los hallmarks de cancer (Qiao et al. 2018).
Sin embargo, en nuestro experimento no observamos cambios en el volumen o peso
tumoral final asociados a la simpatectomia. Por un lado, algunos trabajos han reportado
hallazgos divergentes, donde el efecto de la simpatectomia se asocia a un mayor volumen
tumoral pero mayor sobrevivencia de los ratones portadores de tumor (Horvathova et al.
2016a) pero en otro trabajo por el mismo autor observa que la simpatectomia incrementa
la expresion transcripcional de bel-2 y caspasa 3, los cuales estan asociados a apoptosis lo
que indica un efecto antitumoral (Horvathova et al. 2016b). En nuestro trabajo,
observamos que la simpatectomia no se asocia a cambios en la expresion relativa de Mmp-
2 tumoral, pero si disminucion de la expresion transcripcional de Mmp-9 tumoral. Las
metaloproteinasas son relevantes en varios aspectos de la progresion de céncer,

incluyendo mecanismos como invasion, migracion e inflamacién (Mustafa et al. 2022).

Nuestra siguiente pregunta fue si el tumor ejerce alteraciones en sistema nervioso central
y si estas alteraciones eran con participacion del sistema nervioso simpatico. Para ello
empleamos pruebas conductuales que evaltian caracteristicas de ansiedad y desempefio

cognitivo en ratones macho y hembra portadores de tumor. También nos preguntamos si
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la carga tumoral debido a su ubicacion podria afectar la movilidad del raton, afectando los
resultados de la prueba de reconocimiento de objeto novedoso (NORT). Con este
proposito empleamos una prueba de campo abierto (OFT) para evaluar movilidad y
también nos permitié evaluar tigmotaxis o movimiento cerca de las paredes como un
indicador de ansiedad (Gould et al. 2009). Las determinaciones se hicieron comparando
el dia basal -3 contra el dia 5 y 10 postimplantacion del tumor para ver los cambios
conductuales debido a la progresion del experimento. En ratones macho, no se observaron
cambios en los indicadores de movilidad tanto en ratones libre y portadores de tumor. Por
lo tanto, concluimos que la carga tumoral no afecta a la movilidad en ratones machos
portadores de un tumor sélido. En contraste, en ratones hembras si se observd una
disminucion en la velocidad media, ratio de movilidad, y distancia total en el dia 10,
cuando la media del volumen tumoral estaba en 767.68 mm3. Walker et al., y Santos et
al., también utilizaron ratones hembra BALB/c utilizando los modelos de cancer de mama
4T1, y 67NR y encontraron disminucion en la distancia total recorrida lo cual va de
acuerdo con nuestras observaciones. Estos estudios se centraron en ratones hembra,
probablemente por la incidencia de deterioro cognitivo asociado a cancer (Ahles et al.
2012). Por otro lado, en ratones machos libre de tumor observamos una disminucion
significativa en tiempo en el centro de la arena de forma constante durante la progresion
del experimento, lo cual indica que los ratones exploraban menos tiempo el centro de la
arena conforme pasaban las sesiones de campo abierto. En estos animales, el conteo de
heces fecales incremento para el dia 10. También la frecuencia en la orina incremento
conforme progresaban las sesiones de campo abierto. La defecacion es considerada un
indicador de ansiedad o de alteraciones en la respuesta del sistema nervioso autonomo
(Gould et al. 2009). Aunque no encontramos diferencias estadisticamente significativas
en el grupo tumor, se observa una tendencia similar al comparar el grupo portador de
tumor con los libres de tumor. Estos resultados sugieren que los ratones macho en general
tienden a estresarse mas conforme cada sesion. En contraste, en ratones hembra si se
observo una disminucion significativa en el tiempo en el centro de la eran para el grupo
portador y libre de tumor, con ello descartamos un estado de ansiedad asociado a tumor.
Santos (2019) et al. no encontro diferencias en el tiempo en el centro en el grupo de ratones

portadores de tumor, de forma similar, un estudio en hembras BALB/c portadores del
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tumor CT26 tampoco encontr6 diferencias en el tiempo en el centro y en indicadores de
locomocion en general. De forma general se suele comparar contrastando grupos libres de
tumor contra los portadores de tumor y no durante la progresion del tumor, estudios
longitudinales con comparaciones entre sesiones son escasos. Nuestro siguiente objetivo
fue evaluar si la carga tumoral esta asociada a los déficits cognitivos en ratones portadores
del linfoma L5178Y-R. Para ello realizamos pruebas NORT que nos permitieron evaluar
alteraciones en memoria a corto plazo lo cual refleja cambios en regiones cerebrales tales
como corteza ¢ hipocampo (Antunes y Biala 2011). En la prueba NORT, un indice de
reconocimiento cerca o por debajo del 50% de exploracion del objeto novedoso indica que
el raton exploro ambos objetos por un tiempo similar, fallando en recordar que ya exploro
el objeto conocido y en reconocer el objeto novedoso como nuevo (Kraeuter et al. 2018).
En promedio en los dias -3, y 5, el tiempo de exploracion del objeto novedoso permanecio
por encima del 50% tanto en machos como en hembras, indicando que no existen déficits
en memoria asociado a la carga tumoral. En nuestro experimento, para el dia 5 los tumores
son apenas palpables, pero no influyeron en el comportamiento del raton. Walker et al.
(2018) observo deficiencias en el desempefio de las pruebas NORT en el modelo de cancer
de mama 4T1 desde el dia 4, antes de que los tumores fueran palpables, lo cual sucede
aproximadamente al dia 9 segun el autor. Para el dia 10, encontramos una disminucion
significativa en el reconocimiento del objeto novedoso en machos, pero no en hembras,
aunque en general el promedio el indice de reconocimiento fue de 56.84% en el grupo
libre de tumor y 50.15% en el grupo portador de tumor. A pesar de que la literatura reporta
un bajo desempeio en la prueba NORT por parte de ratones hembra portadores de tumor.
Demers et al. (2018) reportd que ratones hembra C57BL/6 portadores de LLC no
mostraron déficits en la prueba NORT con un indice de reconocimiento cerca del 70%,
asimismo, Santos et al. (2019) tampoco observé déficits en la prueba NORT. Los estudios
que evaltan la influencia del tumor en deterioro cognitivo asociado a cancer son escasos,
y aquellos que consideran al sexo como un factor son marginales. Sin embargo, en ratones
C57BL/6J se encontrd que la administracion de estrogenos mitiga las afecciones
menopausicas en la funcién cognitiva (Zeng et al. 2023), destacando la importancia al
considerar diferencias por sexo en estudios cognitivos. Dado a observaciones previas

sobre los niveles de NE plasmadtica en ratones portando nuestro modelo tumoral, nos
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preguntamos si el SNS participa en las alteraciones de movilidad y cognitivas observadas.
Ya que estudios en humanos han observado que un SNS hiperactivo afecta la capacidad
cognitiva de los individuos (Pagen et al. 2021). Para ello, similar al primer objetivo,
realizamos una simpatectomia y se realizaron las mismas pruebas (OFT y NORT) para
evaluar la participacion del SNS durante la progresion tumoral en los indicadores
conductuales. En cuanto los indicadores de movilidad, no se observaron cambios
asociados a la simpatectomia, el comportamiento en ratones macho y hembra libres y
portadores de tumor se mantuvo, observando que no habia cambios en la movilidad de
ratones macho y una disminucion en indicadores de movilidad de ratones hembra. En
cuanto indicadores de ansiedad, la tendencia se mantuvo a explorar menos tiempo el
centro independientemente del tumor. Para la prueba NORT, en el dia 10 post
implantacion tumoral, en ratones machos se observé un déficit en el IR tanto en ratones
libres de tumor como en los portadores de tumor simpatectomizados, por su parte en
hembras, el IR promedio se mantuvo por arriba de 57% a pesar del tumor. Este resultado
demuestra las diferencias en respuesta a patologias debido al sexo, en un trabajo realizado
por Pinizzotto et al. (2022) encontraron que lesiones con 6-OHDA en ratas Sprague-
Dawley induce déficits en el desempefio en la prueba de objeto novedoso en ratas macho
pero no en hembras, resaltando la importancia en las diferencias por sexo, sin embargo es
importante aclarar que las lesiones hechas en el trabajo citado son a nivel sistema nervioso
central mientras que el nuestro es periférico. Estos resultados nos sugieren que en las
alteraciones conductuales y cognitivos asociados a tumor no participa el sistema nervioso
simpatico. Nuestro siguiente objetivo fue explorar si se presenta el fendmeno de
hiperlipidemia asociado a tumor, si este contribuye en la progresion tumoral y si esta
hiperlipidemia participaba en las alteraciones cognitivas observadas. Esto en respuesta a
potenciales alteraciones en el metabolismo de lipidos ya que en este modelo observamos
lipolisis asociada a tumor. Al medir un perfil lipidico en plasma de ratones portadores de
tumor, observamos un aumento en VLDL. En un estudio se report6d que ratones portadores
del carcinoma pulmonar LLC y del melanoma B16 y en células transformadas BCR-Abl
precursoras de células B, se observo hiperlipidemia asociada a tumor junto a un
incremento en VLDL y que esta hiperlipidemia se asocia con una mayor progresion

tumoral (Huang et al. 2016). Sin embargo, nosotros no observamos cambios en el volumen
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y peso tumoral final cuando tratamos con las estatinas Atorvastatin y el antilipidémico
Acipimox, a pesar de que Acipimox restablecié los niveles de VLDL. Al evaluar los
indicadores de movilidad y ansiedad en los ratones macho, observamos que el tratamiento
con las estatinas se asocia a una disminucion en la movilidad conforme progresaban las
pruebas conductuales. Esto nos sugiere un potencial estrés debido a las inyecciones ya
que, en machos portadores de tumor sin inyecciones, no cambiaba su movilidad. Por otro
lado, se ha observado que la hiperlipidemia se asocia a déficits cognitivos; sin embargo,
ha sido evaluado solamente en contextos ajenos a cancer. Se ha observado una asociacion
entre dislipidemia y déficits cognitivos en individuos con obesidad (Morys et al. 2021) y
en modelos murinos de Alzheimer la atorvastatina atenua los déficits cognitivos segun la
prueba NORT (Zhou et al. 2016). En la prueba NORT se evalta el indice de
reconocimiento el cual un indice cerca o igual a 50 es indicativo de que los objetos se
exploraron por igual indicando un déficit en el reconocimiento del objeto nuevo
(Denninger et al. 2018). En nuestros resultados observamos también atenuacion en el
déficit cognitivo segtn la prueba NORT, en el grupo tratado con Acipimox. El grupo
tratado obtuvo un indice de reconocimiento de 63.71% mientras que el grupo tratado con
atorvastatina obtuvo un indice de 51.98%. Ambos antilipidemicos tienen mecanismos
distintos, por una parte, Atorvastatin inhibe la HMG-CoA reductasa regulando asi la
sintesis de colesterol en el higado (Mclver y Siddique 2025), por su parte Acipimox actiia
sobre la triaglicerol lipasa e inhibe la liberacién de 4cidos grasos y glicerol sin efectos
consistentes sobre la sintesis de colesterol, sin embargo, si regula la produccion de VLDL
(Stirling et al. 1985). Por otro lado, la produccion de VLDL es estimulada por acidos
grasos libres (Lewis et al. 1995). Esto sugiere que la dislipidemia inducida por tumor en
este modelo esta asociado al metabolismo de acidos grasos libres y triglicéridos, pero no

a colesterol, y que VLDL este asociado a los déficits cognitivos.

Por ultimo, se realizd un analisis metabolémico para identificar cambios biologicos en
ratones con tumor y si esto podria explicar algunas de las alteraciones asociadas a tumor.
En los resultados se observé que los principales metabolitos alterados fueron los lipidos.
Ademas, existe diferencia por sexo, en ratones macho se observa alteracion en 90
metabolitos, mientras que en hembras solamente en 3, de acuerdo con la prueba ANOVA.

Los principales metabolitos que se observaron alterados fueron las ceramidas,
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esfingomielinas y fosfatidilcolinas. Por ejemplo, en ratones macho se observd el
incremento de la ceramida Cer(d18:1/24:1), la cual también se ha visto incrementada en
perfiles lipidomicos en lineas celulares humanas de cancer de prostata NB26 y PC-3
(Brzozowski et al. 2018). Algo a notar, es que estudios han observado que niveles
elevados de ceramidas, incluyendo especies con base d:18 se asocian a riesgo en
Alzheimer (Mielke et al. 2012). Otro metabolito que se observo elevado en ratones macho
con tumor fue la fosfatidilcolina PC aa C40:6, la cual también se ha visto elevada en
muestras de liquido cefalorraquideo en personas con un perfil bioquimico similar a
Alzheimer, caracterizado por niveles reducidos de Ab42 y niveles elevados de tau total,
asi como P-tau-181 (Koal et al. 2015). Esto es relevante en nuestro estudio dado a las
observaciones de deterioro cognitivo en ratones con tumor. Por su parte, en hembras la
hexosilceramida HexCer(d18:1/16:0) se observé elevados en comparacion a los ratones
libres de tumor, dicha observacion concuerda con observaciones hechas en exosomas de

pacientes con cancer colorrectal (Elmallah, M.1. et al. 2022).

CONCLUSIONES

En ratones machos BALB/c que portan el linfoma murino L5178Y-R, el sistema nervioso
simpatico se comunica con el tumor por medio de la inervacion simpdtica promoviendo
progresion tumoral a través de la expresion transcripcional de Mmp-9 y contribuye en el
desgaste de tejido adiposo visceral que caracteriza a caquexia. Por otra parte, la carga
tumoral se asocia a un estado inflamatorio, hipofagia y a termogénesis de forma
independiente de la inervacion simpdtica. Adicionalmente, la carga tumoral se asocia a
déficits en memoria de reconocimiento sin participacion del SNS. Por otro lado, el tumor
se asocia a elevacion en VLDL plasmatica, niveles que se restablecen con el

antilipidémico Acipimox.
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PERSPECTIVAS

Por medio de inmunohistoquimica, evaluar la activacion de distintas regiones
cerebrales asociadas a retos inmunes, memoria, emociones y SNS en ratones
macho y hembra portadores de tumor y simpatectomizados.

Evaluar gliosis y la expresion de factores neurotroficos como BDNF en cerebros
de ratones macho y hembra portadores de tumor y simpatectomizados.

Evaluar memoria a largo plazo en los ratones macho y hembra portados de tumor
Realizar la prueba NORT en ratones hembra bajo tratamiento con Atorvastatin y
Acipimox.

Evaluar el uso de las estatinas Atorvastatin y Acipimox en memoria de trabajo

espacial en ratones macho y hembra.
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