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RESUMEN

La obesidad es considerada un desorden multifactorial en el que estan implicados
varios factores conductuales, ambientales, nutricionales y genéticos. La ingesta de alimento es
controlada en gran parte por un grupo de estructuras localizadas en el hipotalamo,
principalmente en la regién ventromedial. Diversos trastornos en la regulacién neural de los
ritmos circadianos se relacionan con el desarrollo de la obesidad. En estudios anteriores ha
demostrado que el raton de los volcanes Neotomodon alstoni alstoni presenta obesidad en
condiciones de cautiverio y tiene propensién al desarrollo de hipertrigliceridemia, intolerancia a
la glucosa e hiperinsulinemia postpandriales. La semejanza de los trastornos metabdlicos
observados en el raton de los volcanes con los que presentan los humanos con obesidad y
diabetes tipo 2, ha sugerido que este roedor podria ser un modelo adecuado para su estudio
en el plano de la regulacion circadiana. El presente trabajo tiene el objetivo de observar las
diferencias en las curvas de tolerancia a la glucosa (CTG), a dos horas opuestas del ciclo diario
y circadiano del ratén de los volcanes N. alstoni, alstoni y saber si tales diferencias estan
afectadas por la obesidad. Los resultados obtenidos al comparar animales normales con
animales obesos mantenidos en un fotoperiodo 12:12 mostraron que existen diferencias en las
CTG entre el dia y noche, asi como entre el dia y noche subjetivos (DS y NS) en oscuridad
constante. Estas diferencias no son debidas a la actividad del animal, pues en ratones en
restriccion de actividad, la diferencia se mantiene. Los animales obesos mostraron deficiencias
en la captacion de glucosa en la NS. Mientras que los normales tuvieron menor captacion
durante el dia. El area bajo la CTG de los ratones normales durante la NS indicé que éstos
exhibieron una captacién de glucosa mas rapida, observandose diferencias significativas en
estos valores, al compararlos con los de DS y la noche en fotoperiodo 12:12. Los ratones
obesos presentaron diferencias entre el area bajo la curva de la CTG de noche vs NS y DS vs
NS. En el presente trabajo se concluye que el Neotomodon alstoni alstoni obeso, es un

modelo donde se reflejan trastornos metabdlicos en el plano de la fisiologia circadiana.



II. INTRODUCCION

LOS RITMOS BIOLOGICOS

Poder predecir los acontecimientos ambientales trae consigo la ventaja
de conocer el momento adecuado para realizar diversas actividades con mas
eficiencia, lo que se refleja en una mejor adaptacién del organismo a su
medio. Los seres vivos poseen la capacidad de anticiparse a los cambios que
son producto de las variaciones ciclicas geofisicas, lo que indica la presencia
de un sistema biol6gico capaz de medir el tiempo. Por lo que hoy en dia
existe gran interés por parte de la investigacion cientifica basica de estudiar

como se regula esta capacidad (Gruart et al, 2002).

Un ritmo bioldgico se define como la repeticion regular de una funcién
biolégica en un organismo a lo largo del tiempo. La principal caracteristica
que poseen los ritmos biolégicos para ser considerados como tales, es que
se presenten aun en ausencia de las sefiales ambientales ciclicas con los que

estan relacionados, como son la luz y la temperatura entre otros factores.

Con la fundacién de la cronobiologia como disciplina, se formé una
analogia entre el los ritmos bioldgicos y el funcionamiento de un reloj que los
regula, lo que implica un sistema de temporalizacion autosostenido. El
concepto de los ritmos biologicos desafié el concepto de homeostasis
propuesto por Walter B. Cannon en 1932, quien sefald la existencia de un
estado estable de las variables organicas (por ejemplo concentracion de

glucosa en la sangre).



Este concepto levantd diferentes polémicas ya que no es aplicable al
analisis de las alteraciones fisiolégicas que exceden el intervalo de valores
normales u homeostaticos. Algunos investigadores sugieren que la regulacion
ritmica podria ser entendida como una complementacion a la homeostasis
(Aschoff, 1979), no tratandose de una revision del concepto pero si de su

especificacién temporal (Pittendrigh,1960, 1974).

Moore-Ede en 1986, propone la existencia de dos tipos de
homeostasis: la relativa y la predictiva. La primera esta enfocada a
mecanismos homeostéaticos los cuales son iniciados a partir de la
perturbacion del sistema, como fue definido por Cannon en 1929. Las
segunda esta relacionada con el conjunto de respuestas correctivas las
cuales son iniciadas como anticipacion a alteraciones ritmicas previsibles y

repetitivas.

Los seres vivos han llegado a adaptarse a su medio a través de ritmos
predictibles que presenta su nicho ecologico. Estas adaptaciones se han
llevado acabo, de tal manera que los organismos pueden sincronizarse con
los ciclos del ambiente, por lo que cada organismo presenta una gran
relacién entre alguna conducta y el dia y la noche, las mareas o el afio. Con
base en lo anterior, los ritmos biolégicos se han clasificado de a cuerdo su
relacion con un ciclo ambiental. Al presentarse en condiciones constantes
cercanas a su ambiente natural, se les sefala con el prefijo “circa” asi se

tienen los ritmos circadianos, circalunares, circamareales y circanuales.

El ritmo del que se trata, depende del periodo que presenta, por

ejemplo, si se habla de un ritmo circadiano, el periodo endégeno sera cercano



a las 24hrs, si se trata de un ritmo circanual el periodo es de cerca de un afio

etc.

Los ritmos biologicos se miden tomando en cuenta los siguientes

parametros:

1. Periodo: el periodo de un ritmo es el tiempo que tarda en concluirse
un ciclo completo. La frecuencia es el inverso del periodo, mide el nUmero de

ciclos que se completan en un tiempo determinado.

2. Amplitud: es la medida entre un valor maximo y un valor minimo.

3. Fase: cualquier punto concreto del ritmo.

Los ritmos biologicos también estan clasificados con base en su
frecuencia, tomando como eje a los ritmos circadianos, aquellos con un
periodo menor a las 20 h son considerados ultradianos, y aquellos con
periodos superiores a 30 horas son considerados como infradianos. Sin
embargo, no todos los ciclos biolégicos en estas categorias comparten las

mismas propiedades (Gruart et al., 2002).



PROPIEDADES GENERALES DE LOS RITMOS CIRCADIANOS

Oscilacién en libre curso

Esta caracteristica, significa que, la conducta ritmica que aparece cada
24 horas, continua manifestandose con un periodo ligeramente diferente,
cuando un organismo se mantiene en condiciones ambientales constantes

(luz y temperatura principalmente).

El periodo en condiciones constantes es dependiente de una variedad
de factores incluyendo la especie, la iluminacion, la temperatura ambiental y
la historia previa. Aschoff J, (1960), demostré que el periodo enddgeno se
acorta conforme la intensidad de luz aumenta en especies diurnas, mientras
gue lo opuesto se observa en especies nocturnas, a lo que se conoce como la
Regla de Aschoff. Por otra parte, la exposicion de organismos de diversas
especies a la luz brillante continua, da como resultado una desorganizacion

progresiva de la ritmicidad, lo que puede observarse como arritmia.

Cuando observamos el ritmo enddgeno en un organismo en
condiciones constantes, se puede distinguir el tiempo en que se encuentra en
reposo y el de actividad. En los roedores nocturnos la actividad se presentara
en su noche interna o “subjetiva”, mientras que la fase de reposo de estos
animales se observard en su dia interno o dia “subjetivo”. Casi todos los
ritmos circadianos de plantas y animales estudiados hasta ahora, en
condiciones constantes de oscuridad presentan periodos que se distribuyen
en un intervalo de 22 a 28 h por ciclo. Este intervalo al estar muy cercano a la

duracion de un dia, lo que ha contribuido a describir a tales ritmos como



circadianos; palabra del latin circa-alrededor y diem- dia (revisado en

DeCoursey, 2004).

Sincronizacioén

Los ritmos circadianos en cada individuo expuesto a ciclos ambientales
(24h), estan ajustados con el ciclo diario externo. A falta del ciclo de luz,
muchos organismos se dejarian llevar por otras claves ambientales ciclicas
gue presenten un periodo de 24 h como son los ciclos de temperatura, 0 bien
sefiales sociales o de disponibilidad de alimento. Los factores ambientales
gue sincronizan a los ritmos circadianos tienen la caracteristica que pueden
modificar la fase del ritmo por una breve interrupcién en el régimen constante.
El agente ambiental efectivo en brindar el control de fase es llamado

sincronizador o Zeitgeber (del aleman zeit = tiempo, gever =dador).

Cuando dos osciladores se acoplan, existe una constante fase en el
ciclo del organismo la fase del ciclo ambiental. Frecuentemente el comienzo
de la utilizacion de la rueda de actividad en roedores nocturnos esta
relacionado con el comienzo de oscuridad en el ciclo de luz y oscuridad (LO).
Un oscilador autosostenido endégeno, permite a un organismo anticiparse a
un evento periodico en el ambiente mediante en la sincronizacion con el

mismo.



Compensacién de temperatura

La compensacion de temperatura es una caracteristica que permite al
reloj biolégico amortiguar los efectos de los cambios en la temperatura
ambiental, sobre la velocidad con la que el reloj calcula el tiempo. Las
reacciones quimicas duplican o inclusive triplican su velocidad ante aumentos
de temperatura de 10°C (Qi0= 2 0 3), mientras que el reloj bioldgico, cambia
muy poco el valor del periodo en libre curso ante cambios ambientales de 10
0 mas grados centigrados. La compensacion de temperatura de un oscilador
circadiano aparentemente tiene un mayor significado adaptativo para plantas
y organismos poiquilotermos, si pensamos en los animales que hibernan o
estan expuestos a temperaturas extremas, €stos muestran cambios
draméticos en su temperatura corporal, (Menaker, 1959, Sweeney Yy

Hastings.1960).

EL SISTEMA CIRCADIANO EN MAMIFEROS

El ndcleo supraguiasmatico y los osciladores periféricos.

El sistema de tejidos, 6rganos, hormonas y procesos fisiolégicos en
general que regulan la actividad ciclica durante las 24 horas es denominado
Sistema Circadiano. El Sistema Circadiano de los mamiferos presenta un

oscilador primario central, el Nucleo Supraquiasmatico del Hipotalamo (NSQ).



La eliminacion de este nucleo, conlleva a la pérdida de multiples ritmos
en el organismo. La extirpacion y cultivo del NSQ permite observar un ritmo
circadiano autosostenido, en la frecuencia de potenciales de accion
espontaneos. La implantacion de NSQ en un animal receptor previamente
arritmico, permite transplantar, no solo el periodo del donante, sino también

su fase (Williams y Schwartz, 2005).

Recientemente se ha confirmado que el NSQ no es el Unico oscilador
autosostenido en los mamiferos, La retina aislada en condiciones de cultivo,
sintetiza ritmicamente la hormona melatonina (Tosini y Menaker, 1995) y
diversos tejidos periféricos manifiestan in vitro expresion ritmica de genes de

reloj (Yamazaki et al, 2000, Stokkan et al, 2000).

Estructura general del NSQ, vias de entrada y de salida

El marcapasos central del sistema circadiano en los mamiferos, esta
constituido por regiones ovoides que contienen aproximadamente 16000
neuronas, que son de las mas pequefias en el cerebro y estan estrechamente
relacionadas entre si. EI NSQ consiste estructural y funcionalmente de una
corteza y de una médula. La corteza esta dorsalmente sobre la médula, pero
la regién central del NSQ ocupa casi una posicion medial o vertical en

relacion con la médula, que se encuentra en posicion ventrolateral.

Las neuronas de la médula estan mas llenas de organelos y reticulo
endoplasmico, el nucleo celular es menos alejado que en las neuronas de la
corteza. Sin embargo, existen fuertes diferencias histoquimicas. Los
neuropéptidos concentrados en la corteza son la Calretinina (CAL) y

Vasopresina (VP), mientras que la médula contiene principalmente péptido



liberador de gastrina (PLG) y el (PIV) péptido intestinal vasoactivo, (revisado

en De, Coursey, 2004).

El NSQ recibe una proyeccion neural directa desde la retina conocida
como el Tracto Retino Hipotalamico (TRH). La luz es el sincronizador
ambiental que mas influencia tiene en el sistema circadiano y la Unica via por
la que esta informacion alcanza al NSQ es mediante la retina, lo que muestra
que a diferencia de otros vertebrados, en los mamiferos los ojos son
necesarios para la fotorrecepcion circadiana. Se ha observado que el TRH
proviene de una poblacion de células ganglionares uniformemente dispersas
en la retina. A éstas se les conoce como células “W” y aunque son en si
mismas fotosensibles, también estan conectados con los bastones los cuales
detectan la cantidad de luz. Los axones de las células W se bifurcan antes de
entrar al NSQ y una de esas ramas axo0nicas se conecta con las neuronas de
otra parte del cerebro llamada la hojuela intergeniculada; la cual esta
involucrada en vias de sincronizacién a diversos estimulos, lo cual podria
depender de su ubicacion estratégica en un area llamada el tdlamo, que
funciona como una central telefénica donde llegan y distribuyen a su destino
casi todos los mensajes sensoriales dirigidos a la corteza cerebral (Gruart et

al, 2002).

La mayor entrada neural no fética al NSQ viene del nucleo de Rafe que
se localiza en el cerebro medio. La entrada por el Rafe no es necesaria para
la expresion de los ritmos circadianos sin embargo, lesiones del Rafe
disminuyen la amplitud y se acorta el periodo de los ritmos en oscuridad
constante. EI Rafe también proyecta al nucleo intergenicular, permitiendo

llevar informacién fotica por el geniculo blanco. El neurotransmisor asociado



con las proyecciones del Rafe es la serotonina que a su vez modula la
actividad en el sistema nervioso central (revisado en De Coursey, 2004). Otra
forma de modulacion no fotica es mediante la melatonina, la cual es
producida por la glandula pineal durante la fase nocturna del ciclo circadiano.
El NSQ contiene altas concentraciones de receptores de melatonina, lo que
podria indicar que es un lugar importante para la actividad de esta hormona.
La secrecidon de la melatonina, la producciéon del neuropéptido Y, la liberacion
de la insulina, tienen ritmos diurnos. Lo que quiere decir que estos funcionan
como las manecillas del reloj, y cada uno muestra una implicacion en la
modulacion de la fase del reloj. EI NSQ regula los ritmos circadianos,
mediante una combinacion de mensajes neurales y endocrinos via
hipotdlamo. Algunas conexiones, se encuentran especialmente en el
hipotalamo, en el tallo del cerebro y la pituitaria. Otras son localizadas en el
hipotdlamo, pero los cambios neurales y agentes humorales derivan a

distintas partes del cuerpo.

Regulacion molecular del reloj circadiano en mamiferos

El modelo molecular actual, consiste en una serie de asas de
retroalimentaciéon entre genes de reloj y sus proteinas. Principalmente, un
dimero formado por las proteinas CLOCK y BMAL1, estimula la transcripcion
de los genes m perl, mper2, mper3 y mCry. Al mismo tiempo, el dimero que
se forma por proteinas PER y CRY desplaza de su sitio de accion al complejo
CLOCK-BMALL1L, con lo que inhibe su propia trascripcién. De esta manera un
asa de retroalimentacion entre dos grupos de genes y sus productos de
transcripcion forma el mecanismo molecular del oscilador circadiano en las

neuronas del NSQ. ElI dimero CLOCK-BMAL1 es también promotor de



transcripcion de Rev-erba, cuyo producto reprime la expresion de Bmall. Las
proteinas PER y CRY son transportados al nucleo donde pueden ser
estabilizados por asociacibn mutua. La proteina PER es fosforilada por la
Caseina cinasa CK1. En un momento dado, el complejo PER-CRY bloquea la
actividad de CLOCK-BMAL1. Como resultado de la inhibicion de CLOCK-
BMAL1, los niveles de Per,Rev-erba y Cry disminuyen junto con los niveles
de las proteinas PER, CRY y REV-ERBa. El dimero CLOCK-BMAL1 estimula
también la trascripcion del gen que codifica un pequefio péptido llamado
vasopresina, por lo que los genes de reloj también participan en el control de
la expresién de muchos otros diversos genes (Dunlap,1999; Preitner et al,

2002; Reppert y Weaver, 2002, fig 1).
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Figura 1. Diagrama que representa las asas de retroalimentacion del
reloj molecular en mamiferos. Tomado de Ko y Takahasi, 2006



Relaciones entre la regulacion circadiana del NSQ y es sistema
hipotalamico de regulacion metabdlica

La conducta de la alimentacion parece estar controlada por algun tipo
de punto de referencia, lo que hace que un organismo adulto mantenga su
peso corporal en el transcurso de cierto tiempo. Una dieta excesiva o
deficiente en calorias trae como resultado un cambio en el peso corporal, por
lo que de alguna manera el cuerpo produce varias reacciones que controlan
la ingesta de alimento y el metabolismo. Estudios de ingesta de alimento en
animales, han demostrado que el peso corporal puede ser alterado por varios
factores, por ejemplo, el estrés, la privacién de alimento o la ingesta excesiva
de éste. Cuando esto sucede, el animal ajusta su siguiente ingesta de
alimento hasta que recobra un peso corporal apropiado, por lo que se dice
que los animales “defienden” su peso corporal contra perturbaciones. El punto
de referencia del peso corporal varia entre individuos y puede variar debido al
estrés y el ejercicio entre otros factores. Una posible explicacion a lo que
sucede con el punto de referencia del peso corporal, es que la alimentacién
utiliza algun sistema control, en el cual no hay un mecanismo de punto de

referencia fijo, ya que varios factores pueden alterarlo (Novin et al, 1976).

Se sabe que la ingesta de alimento es controlada por dos areas del
cerebro en el hipotalamo, estas son el nudcleo ventromedial hipotalamico
(VMH) y el hipotdlamo lateral. La destruccion experimental del VMH y de los
tejidos circundantes produce hiperfagia, dando como resultado obesidad

severa.

Anand y Brobeck en 1951, propusieron que lesiones bilaterales del

hipotdlamo lateral producen una severa afagia, provocandole la muerte al



animal; mientras que estimulaciones eléctricas producen efectos opuestos. La
estimulacion en la zona lateral induce a la ingesta de alimento, mientras que
la estimulaciéon medial, la suprime. Estas observaciones sugieren que el
hipotalamo lateral contiene un centro de ingesta de alimento y el hipotalamo
medial un centro de saciedad. (Dunlap,1999; Preitner et al, 2002; Reppert y

Weaver, 2002)

Alteraciones en el punto de referencia

Varios experimentos muestran que las lesiones en el hipotadlamo
pueden alterar el punto de referencia para la regulacion del peso corporal. En
estos experimentos los animales presentaban un cambio en el peso por
exceso de comida o por inanicion antes de la lesion en el hipotalamo lateral.
Después de una pequefia lesion en el hipotalamo lateral, los animales
mantuvieron la ingesta de alimento. Cuando el peso de los animales era
reducido antes de la lesién, los animales comian y ganaban peso
inmediatamente después de la lesion, en lugar de perderlo como los
controles. La perturbacion aparentemente llevd a pesos por debajo de los

niveles del punto de referencia (Swartz y Niswender, 2004).

Efectos Hormonales

La conducta de alimentacion es regulada por muchas hormonas
incluyendo, esteroides, glucagon, insulina y hormona del crecimiento. Una
lesién grande en el hipotalamo, invariablemente afecta mucho al sistema de
control hormonal. Por ejemplo: una lesion en el hipotdlamo medial da como
resultado un aumento en los niveles de insulina cuando los animales son

expuestos a la comida. Esta respuesta puede explicar en parte la hiperfagia y



la ganancia de peso que se observa después de la lesion medial, una gran
cantidad de insulina en la sangre puede producir respuestas de alimentacion

y también promover la conversién de nutrientes en grasa.

La homeostasis energética es regulada también por la leptina y la
insulina, dos hormonas que son producidas por el tejido adiposo y el pancreas
respectivamente. Estas hormonas cruzan la barrera hematoencefélica para
interactuar con multiples sistemas neuronales que influyen sobre el consumo
de alimento. Cuando la masa adiposa decrece, reduce la actividad de
circuitos neurales implicados en el catabolismo, liberando asi la inhibicién de
circuitos anabolicos. Como resultado incrementa el consumo de alimento,
disminuye el gasto caldrico y hay recuperacion de peso. De acuerdo con esto,
la obesidad puede ser resultado de la secrecion defectuosa de hormonas
relacionadas o bien de una inadecuada respuesta neural a estas hormonas

(Swartz y Niswender, 2004).

El NSQ en si, contiene receptores a leptina (Hakanson et al, 1998), por
lo que es posible que esta estructura normalmente participe monitoreando los
cambios que ocurren en la masa de grasa corporal. La figura 2 muestra un
diagrama de como podria ser esta regulacion. EI NSQ, genera ritmos diurnos
de conducta y metabolismo. La salida del NSQ es llevada a través de las
zonas ventral y sub paraventricular (ZSPV) del nucleo dorsomedial del
hipotalamo (DMH). La entrada de la sefial del estado metabdlico al NSQ es
mediante las hormonas Leptina, Grelina e Insulina. El nicleo arcuato (ARC)
integra esta entrada y activa distintas é&reas incluyendo el nucleo
paraventricular (NPV) y dorsomedial (DMH). La leptina puede influir

directamente en el NSQ, DMH y ventromedial hipotalamico (VMH).



La Grelina es un péptido orexigénico identificado como el ligando

endoégeno del receptor de la hormona de crecimiento (GH) (Kojima et al.,

1999). La Grelina estimula la secrecion de GH y promotores del despertar, de

la ganancia de peso, de la secrecidon de las hormonas adrenocorticotropica y

cortisol en roedores y en humanos. (Frieboes et al., 1995; Wren et al., 2000;

Diabo et al., 2006; Szentirmai et al., 2007). Los niveles periféricos de Grelina

aumentan bruscamente antes de la primer comida y disminuyen una vez que

el animal ha sido alimentado.
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En condiciones de hambruna, la Grelina en el plasma tiene un maximo de
concentracion en sangre, que anticipa la ingesta diaria de alimento en
mamiferos (Natalucci et al., 2005). La Grelina periférica del sistema digestivo
puede actuar como una sefal de retroalimentacion para el SNC. (Banks et al.,
2002; Li et al., 2006; Theander- Carrillo et al., 2006). La Grelina también
puede ser sintetizada en el hipotalamo. Las proteinas inmunoreactivas al
anticuerpo contra Grelina estan presentes en los nucleos paraventricular,
dorsomedial, ventromedial y nucleo arcuato, areas importantes en la

regulacion circadiana (Cowley et al., 2003; Yi et al., 2006; fig 2).

METABOLISMO DE LA GLUCOSA

La glucosa es una fuente de energia importante para el organismo. La
concentracion de glucosa en los vasos sanguineos es regulada por varias

hormonas, siendo la insulina y el glucagén dos de las mas importantes.

Cuando los niveles de glucosa en la sangre se incrementan, se

estimulan los siguientes procesos:

1. El musculo vy las células adiposas remueven la glucosa de la sangre.

2. Las células metabolizan la glucosa y la transfoman en ATP.

3. El higado y el muasculo almacenan la glucosa en forma de

glucégeno.

4. El tejido adiposo almacena algunas de las reservas de glucosa en

forma  de lipidos.



5. Las células usan la energia de la glucosa para la sintesis de

proteinas.

La insulina producida en los islotes del pancreas, provoca la formacién
de glucégeno en distintos tejidos. El glucagon, es la principal hormona que se
opone a la accion de la insulina y es liberado también en el pancreas cuando
la comida es escasa. El glucagén dispara el rompimiento del glucégeno para
la produccién de glucosa, siendo ésta la base para la producciéon de energia
(catabolismo). En otras circunstancias, el glucagén también estimula el uso de
las reservas de lipidos y proteinas para la formacién de glucosa (Foster et al,

2003).

Regulacion de la glucosa sanguinea

La concentracién de glucosa en la sangre no es constante, aumenta o
disminuye dependiendo de las necesidades del cuerpo, y en ello participan
varias hormonas. Los niveles sanguineos de glucosa aumentan por diferentes
razones, por ejemplo la ingesta de alimento, el tipo de dieta, el rompimiento

del glucégeno o debido a la sintesis hepatica de glucosa.

El higado es el mayor reservorio de glucégeno; sin embargo, también
produce glucosa a partir de intermediarios de carbohidratos, proteinas y del
metabolismo de las grasas. Por otra parte, el higado es el mayor consumidor
de glucosa y por si mismo puede amortiguar los niveles sanguineos de
glucosa. El higado retira rapidamente grandes cantidades de glucosa de la
circulacion, tanto que después de la ingesta de comida, los niveles de glucosa
en la sangre raramente suben arriba de 110 mg/dL en individuos no

diabéticos.



Las células beta del pancreas son las encargadas de detectar el
aumento de glucosa en la sangre después de la ingesta de alimento, dichas
células responden liberando insulina. Cuando hay incremento de la glucosa
se inhibe la liberacion del glucagén y la produccién de otras fuentes de
glucosa, lo cual también reducen los niveles de glucogeno (Samaha et al,

2003).

Produccion de glucégeno

Después de la ingesta y absorcion de alimento, parte de la glucosa es
utilizada inmediatamente, pero otra cantidad tarda en ser utilizada y es
almacenada por el higado y el musculo. El glucogeno es producido en el
higado a partir de la glucosa a través de la actividad de la enzima glucégeno
sintetasa hepatica, mientras que la glucégeno fosforilasa hepéatica cataliza el
desdoblamiento del glucégeno a glucosa en el higado. La insulina estimula la
formacion de glucégeno en el musculo mediante el aumento en el niumero de
transportadores de glucosa (GLUT 4). Esto conduce a una rapida captaciéon
de glucosa que es convertida en glucdgeno dentro del masculo (Jeremy et al,

2001).

Produccion de lipidos

Cuando las provisiones de glucégeno son repuestas en su totalidad, el
exceso de glucosa es convertido en grasa mediante el proceso llamado
lipogénesis. En este proceso, la glucosa es convertida en acidos grasos (AG)
que son almacenados como triglicéridos (TG) en los adipositos (Stryer et al,

2001).



Papel del glucagén y el ayuno

El ayuno se define como la ausencia de alimento por mas de 8 horas.
Esto trae como resultado la reduccién de los niveles de glucosa en la sangre,
la inhibicion de la secrecion de insulina y la liberacién de glucagon. Una de las
funciones méas importantes del glucagébn es promover el aumento de los
niveles de glucosa en la sangre estimulando la movilizaciéon del glucégeno
almacenado en el higado y el rapido metabolismo de la glucosa. En un lapso
de 10 a 18 horas, el glucégeno que se encuentra almacenado, se agota y si el
ayuno continda, el glucagén mantiene la estimulacion de la produccion de
glucosa, favoreciendo asi la captacion hepética de aminoacidos (Samaha et

al, 2003).

Produccion de Glucosa

Los carbohidratos se clasifican en: polisacaridos como (almidon)
disacaridos como (sacarosa, maltosa y lactosa) y monosacéaridos como
(galactosa, glucosa y fructosa). La glucosa que se absorbe en el intestino
deriva principalmente del almidén, constituye un 60 % de los carbohidratos
regulados por el organismo diariamente, el 30% restante es en forma de
sacarosa y un 10% lactosa. Los almidones son cadenas lineales de 200 a
2500 moléculas de glucosa denominada amilasa (aproximadamente 20%),
también estan las cadenas de glucosa ramificadas que se denominan amilo
pectina (80 % total de almiddn). Estas largas moléculas son digeridas en el
intestino, pero la polaridad de las hexosas requiere la absorcion a través de la
membrana hidrofébica de la célula del intestino, lo que involucra la

participacion de 5 tipos de proteinas transportadoras de glucosa (GLUTS)



para la absorcion y captacion de esta molécula al interior de la célula. La
glucosa y la galactosa son activamente dependientes del gradiente de Na*
proteinica transportadora de glucosa 1 (SGLT 1). La fructosa es trasportada

por GLUT 5.

Después de ingerir la comida, parte de la glucosa absorbida por el
intestino es usada inmediatamente por las células como una fuente de energia.
La glucosa que no es usada pasa a las reservas que se encuentran en el
musculo y en el higado en forma de glucégeno o es convertida en TG en los
adipositos y en el higado. En el masculo esquelético, la glucosa absorbida es

convertida a glucégeno mediante la accion de la enzima glucogeno-sintetasa.

El rompimiento de glucogeno a glucosa es conocido como
glucogendlisis. En condiciones tales como el ejercicio extremo, el aumento de
catecolaminas promueve el metabolismo de la glucosa y la formacion de
lactato (glucdlisis anaerobia muscular), el cual es usado por el higado para la
neoformacién de glucosa, la cual nuevamente es descargada a la sangre para

ser reutilizada por el musculo.

Anabolismo, Catabolismo y Fases del Metabolismo de la Glucosa

Cuando se lleva acabo un periodo de ayuno por un lapso de 10 horas y
después se lleva acabo el desayuno (estado de post-absorcion), el nivel de
glucosa en sangre permanece estable. Dependiendo del estado nutricional

que presenta el organismo y de la reserva de glucosa hepatica que se ha



usado, esta glucosa proviene de la combinacion de la gluconeogénesis

hepatica y la glucogenolisis.

Después de la ingesta de alimento, las concentraciones de glucosa en
la sangre se elevan y la magnitud del incremento depende no sélo del tipo de
carbohidratos, sino también de la velocidad de la digestion y la absorcion de
los mismos. En la fase del anabolismo, la glucosa no es utilizada por las
células, ésta es almacenada en el higado o en el musculo en forma de
glucogeno. En la fase del catabolismo, la glucosa es obtenida primero a partir
de las reservas de glucégeno. La insulina tiene una accién anabdlica sobre el

metabolismo de la glucosa y el glucagén tiene una accién catabdlica.

Accion de lainsulinay el glucagon

La insulina actua en el higado, el musculo y el tejido adiposo a través
de receptores especificos. En el higado, la insulina promueve la sintesis de
glucégeno por la estimulacion de la enzima glucégeno sintetasa y la inhibicién
de la glucégeno fosforilasa. La insulina induce la captacion intracelular de
glucosa en el musculo y en el tejido adiposo por los transportadores GLUT 4.
La insulina también estimula la absorcion de aminoacidos en el musculo,
suprime el rompimiento de glucogeno hepatico e inhibe la liberacién de

aminoacidos musculares y de AG del tejido adiposo.

El glucagon tiene acciones contrarias a las de la insulina. El glucagén
promueve la movilizacioén de glucosa. Su primera accion ocurre en el higado
donde se une a una proteina G y esto estimula la produccion de AMPc. A
través de una cascada de eventos intracelulares, el glucagon finalmente

estimula al rompimiento de glucdgeno a glucosa y la produccion de glucosa a



partir de aminoacidos (gluconeogénesis). Ademas, estimula la liberacion de
AG del tejido adiposo y su entrada al higado. Los AG en lugar de ser
utilizados para la sintesis de TG sufren - oxidacion y forman cetoacidos. Por

lo tanto, el glucagdn tiene un efecto hiperglucemiante y otro cetogénico.

Existen otras hormonas que también son importantes para la regulacién
de la concentracién de glucosa en la sangre, por ejemplo el cortisol, la
adrenalina y la hormona de crecimiento, las cuales aumentan la concentracion
de glucosa en la sangre, por lo que estos son considerados reguladores

opuestos a la insulina.

Estructura, sintesis y metabolismo de la insulina

La insulina es sintetizada en las células-3 de los islotes del pancreas.
Contiene 51 aminoacidos y su estructura es homodloga a la que presentan los
factores de crecimiento 1 y 2 semejantes a la insulina y la relaxina. La insulina
es secretada en pulsos cada 10 minutos, y aproximadamente el 50% de ella
es removida por el higado. La insulina que no es metabolizada por el higado

realiza acciones reguladoras sobre los tejidos periféricos.

OBESIDAD

Aunque hoy se acepta que la obesidad puede ser el producto de la
interaccion de diversos factores conductuales, ambientales, nutricionales y
genéticos. Algunos factores genético-moleculares se han sefialado como los
principales responsables de la regulacion del peso corporal, entre ellos la
adipogénesis, la regulacion del comportamiento alimentario y la homeostasis

energeética. Aun cuando estos procesos bioquimicos determinan la sensacion



de hambre, la saciedad, la apetencia por alguno tipo de alimento, la
frecuencia y la cantidad de la ingesta, su mecanismo depende a su vez de

condiciones ambientales (Woods et al, 1998).

El Sistema Nervioso Central es capaz de detectar el estado y actividad de las
reservas energéticas. En este proceso intervienen la leptina y otras moléculas
de sefializacion (Woods et al, 1998). El incremento de la adipogénesis es otro
de los factores que se piensa podria estar involucrado en el desarrollo de
obesidad, pues este proceso conlleva a la formacion de nuevos adipocitos y a
mayores depositos de tejido adiposo en el organismo (Morrison y Farmer,
1999). Otro de los procesos que ha sido considerado factor clave en la
etiologia de la obesidad es la desregulacién de la eficiencia energética. Es
conocido que en los mamiferos la termogénesis constituye un mecanismo
avanzado para produccion de calor a partir de la energia contenida en los
alimentos. Por medio de este proceso, la energia de los alimentos que
consumimos en exceso es aprovechada sélo en parte y puede acumularse
como grasa (Lowell y Spiegelman 1999). La familia de las termogeninas son
la base molecular de la termogénesis, su actividad determina el
desacoplamiento energético de las mitocondrias, con lo que parte de la
energia de los alimentos se aprovecha para la produccién de calor (Ricquier y

Bouillaud, 2000).

La regulacién adrenérgica del metabolismo lipidico, requiere la
movilizacion de lipidos, mediada por la enzima lipasa sensible a hormonas
(LSH) vy el almacenamiento de AG a través de la enzima lipoproteina lipasa
(LPL). Se ha sefialado que la desregulacion de este balance también podria

estar implicada en el desarrollo de la obesidad.



Cuando un animal presenta un periodo largo de privacion de alimento,
se observa una reduccion de los depdsitos de energia, lo cual lleva a un
aumento de la busqueda de alimento. Contrariamente, en prolongada
abundancia de alimento, la ingesta de éste se reduce y el gasto de energia se
incrementa para evitar el desarrollo de obesidad (Woods et al, 1998). Entre
los mecanismos a través de los cuales el organismo puede percatarse de los
niveles de energia presentes en él, se ha propuesto la existencia de una
seflal en la que parece estar involucrado el (SNC), particularmente el
hipotdlamo, ya que varias alteraciones quimicas y fisicas en esta estructura
cerebral pueden producir algunos sindromes acompafados de importantes
disfunciones metabdlicas, muchas de las cuales pueden llevar al desarrollo de

la obesidad (Bray et al, 1990).

La teoria lipostéatica sugiere la existencia de un mecanismo mediante el
cual el tejido adiposo a través de la secrecién de leptina puede actuar sobre el
SNC controlando la ingesta de alimento (Kennedy et al 1997). La
comprobacion de la expresion en el hipotalamo del gen relacionado con la
obesidad (Tartaglia et al, 1995) y la identificacion de los receptores de la
leptina (db o Lepr) han demostrado la existencia de ciertos mecanismos a
través de los cuales las sefiales periféricas se relacionan con los centros
cerebrales influyendo sobre la ingesta de alimento y la regulacion del gasto

energético (Chen et al, 1996 y Lee et al, 1996).

La ingesta de alimento esta regulada por dos sistemas: en el control a
corto plazo participan sefales fisicas y la liberacion de péptidos digestivos,
mientras que el control a largo plazo es regulado por la leptina producida por

el tejido adiposo.



La leptina que se encuentra libre se une con receptores cerebrales
(productos de los genes db o Lepr) y actia como regulador interno del apetito
y de la homeostasis del peso corporal a través de la deteccion del nivel de
reservas energéticas (Kieffer y Habener, 2000). Como respuesta al exceso de
tejido adiposo, la leptina secretada disminuye la produccion de neuropéptidos
en el hipotalamo, lo que produce una sensacion de saciedad y la disminucion
del apetito, un aumento de la termogénesis y del gasto energético (Hernandez

y Perlemuter, 1997; Cerulli et al, 1998; Proietto, 1998).

Desde hace tiempo en animales, incluido el humano, se han
identificado y descrito por lo menos 300 mutaciones genéticas implicadas en
el desarrollo de la obesidad. (Chagnon et al, 2000; Palou et al, 2000). Un caso
particular son los roedores obesos con defectos en el gen ob
(Leptina)(Montague et al., 1997; Chagnon et al, 2000; Strobel, et al, 1998), y
aguellos con mutaciones en el gen Lepr o db (receptor de leptina), Clement et
al, 1998. Los ratones obesos con la mutacion ob carecen de leptina (Zhang et
al, 1994), mientras que los ratones obesos con la mutacién db son insensibles
a dicha hormona debido a la mutacion del gen que codifica para los
receptores de la leptina (Chua et al, 1996). Aunque en la mayoria de los
animales experimentales la obesidad es causada por mutaciones simples de
genes individuales (Comuzzie y Allison, 1998), debe decirse que la situacion
en humanos, aparte del nimero reducido de casos con mutaciones simples
causantes de obesidad, es mucho mas compleja, ya que las formas mas
comunes de obesidad humana dependen de la interaccién de multiples genes
(Palou et al, 2000), de la influencia de diversos factores ambientales y de los

hébitos de comportamiento y estilo de vida.



SINDROME METABOLICO

El sindrome metabdlico (SM) es una enfermedad constituida por un
conjunto de anormalidades que son el resultado de la interaccion de varios
factores aterogénicos, genéticos y ambientales. La presencia de resistencia a
la insulina (RI) es una de las caracteristicas principales de este sindrome; sin
embargo, en el transcurso de su desarrollo también puede observarse
obesidad, hiperinsulinemia, deterioro de la tolerancia a la glucosa y de la
glucemia basal, asi como dislipidemia, hipertension y otras alteraciones
relacionadas con la presencia de RI (Eckel et al, 2005). Estudios realizados
por Hanley y Meigs, mostraron que la Rl es causante de varias pero no de
todas las anomalias observadas en el SM (Meigs et al, 1997; Hanley et al,
2002). Caracteristicamente los pacientes con SM presentan anormalidades
en el metabolismo de los carbohidratos, de los lipidos, hiperinsulinemia y RI,
estas Ultimas alteraciones actlan como nexo de unién entre la obesidad, la
hipertension y la intolerancia a la glucosa (Modan et al, 1995). Es sabido que
factores genéticos y ambientales, estan fuertemente involucrados en el
desarrollo de la obesidad. Asimismo, muchos estudios han mostrado interés
en la identificacion de algunos aspectos de la adipogénesis que permitan
establecer los factores causales involucrados en el desarrollo del SM.
Estudios recientes han sugerido que la obesidad abdominal puede estar
relacionada tanto con el aumento de la glucemia basal como con el desarrollo

Rl en los tejidos periféricos (Despres, 1992).

Recientemente se ha establecido que el tejido adiposo ademas de ser
la fuente principal de los acidos grasos libres (AGL), es también un érgano

secretor muy activo que puede producir varias moléculas que actian como



biomarcadores de la actividad de este tejido (Sander et al, 2003). Entre esas
moléculas se encuentran las adipocitocinas, tales como la leptina, la

adiponectina y la resistina.

La concentracion plasmatica de la leptina esta directamente
relacionada con la cantidad de tejido adiposo, se incrementa en la obesidad
asi como en los estados de RI. Gracias a la presencia de la leptina, se
deprime el apetito y se incrementa el gasto energético, cuando se encuentran
alteraciones en esta hormona, el individuo presenta hiperfagia y disminucion
del gasto energético, lo que da como resultado el desarrollo de obesidad.
Estudios recientes sugieren que la leptina interfiere en la utilizacion de la
glucosa a nivel del musculo esquelético predisponiendo al desarrollo de RI

(Despres, 1992).

Relacién del SM con la RI

Se ha sugerido que la Rl podria ser la responsable del desarrollo de las
anomalias que se observan en el SM, consideradas como factores de riesgo
de enfermedad cardiovascular y Diabetes Mellitus tipo 2. En animales como
en humanos con diabetes mellitus tipo 2 la RI involucra la reduccion de la
sensibilidad a la actividad de la insulina por sus principales células blanco:
musculo esquelético, los adipocitos y el higado, por lo que el efecto fisiolégico
de la insulina se ve disminuido, este hecho a su vez conduce a un déficit en la
utilizaciéon de la glucosa, esta alteracion es compensada por un aumento de
la sintesis y de la secrecion de insulina por las células B-pancreaticas, y por lo
tanto se desarrolla hiperinsulinemia. En el SM los efectos que provoca la RI

en el metabolismo de la glucosa involucran deficiencias en la capacidad de la



insulina para suprimir la produccion de glucosa hepatica, asi como un déficit
en la captacion y el metabolismo de la glucosa en los tejidos sensibles a la

insulina (Carmona, 2006).

CARACTERISTICAS DEL RATON DE LOS VOLCANES

Neotomodon alstoni alstoni

El ratén de los volcanes Neotomodon alstoni (Merriam, 1918) pertenece
al orden Rodentia y a la familia Cricetidae. Este roedor es una especie
endémica de México con distribucion restringida al Eje Neovolcanico
Transversal; vive por encima de los 2500 msnm en bosque mixto de pino-
oyamel en las partes altas y pino encino en las partes bajas. Tanto en
condiciones de cautiverio como en vida silvestre el raton de los volcanes se
reproduce todo el afio, con mayor reproduccion en las estaciones de
primavera-verano. Presenta un ciclo estral con una duracién promedio de 4.5
dias y un periodo de gestacion de 27 dias (Luis, D. J, 1990. Alvarez y Mayo-
Aceves, en 1993 analizaron el contenido estomacal del ratén de los volcanes
de diferentes regiones del Valle de México y propusieron que la dieta de este
roedor esta compuesta por plantas herbaceas como Trifolium, Bidens
triplinervia (Compotae) y Rumex acetocella (Poligonaceae); también se
alimentan de frutos como fresas y zarzamoras, en la temporada de lluvias y
capulincillo a finales del afio; granos de polen de Trifolium, Ambrosia, Salvia,
Espirantes, Rhus, Ribes, Salix, Agnus, Pinus y Quercus. A su dieta se pueden
sumar algunos Artrépodos del orden Coleoptera (Scarabaeidae
,Tenebrionidae, Carabidae y Curculionidae); asi como hormigas (Formicidae)
y larvas de lepidopteros (Noctuidae). Con los datos obtenidos estos

investigadores concluyeron que las diferencias observadas en los residuos



estomacales de los ratones de las diferentes regiones, dependian de
variaciones ecoldgicas y estacionales, por lo que la dieta del raton de los
volcanes en la temporada de secas (Noviembre-Abril) esta conformada
principalmente de tejidos vegetales; mientras que en la época de lluvias
(Mayo-Octubre) se compone principalmente de insectos (Alvarez,T y Mayo-

Aceves, E.1993).



[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Diversos estudios realizados en ratones han relacionado el desarrollo de
obesidad con la disfuncion del nacleo supraquiasmatico, y en particular, ratones
heterocigéticos con la mutacion del gen clock que son obesos (Williams y
Swartz, 2005; Turek et al, 2005). El Ratén de los volcanes Neotomodon alstoni
alstoni presenta una tendencia natural al desarrollo de obesidad y al de otras
alteraciones metabdlicas observadas en el SM, lo que lo hace un sujeto de
estudio ideal para comparar las variaciones diarias y circadianas en el
metabolismo energético, particularmente el de la captacion de la glucosa en los

tejidos, entre animales normales y ratones obesos.



IV JUSTIFICACION

La colonia del Raton de los Volcanes Neotomodon alstoni alstoni que
existe en el Bioterio de la Facultad de Ciencias de la UNAM ha sido mantenida
bajo un sistema exogamico desde 1977. En 1989, se observé que este roedor
presenta alta tendencia al desarrollo de obesidad sin una dieta especial,
indicando que era posible incrementar su predisposicion al desarrollo del
fenotipo obeso. Afios mas tarde, se establecid6 que el Ratén de los Volcanes
podia desarrollar lipomatosis y esteatosis hepatica debido a la presencia de
obesidad, por lo que estos roedores fueron denominados OLEH (obeso,
lipomatoso, con esteatosis hepatica). Un rasgo caracteristico de estos ratones
obesos es su propension al desarrollo postpandrial de altos niveles de glucosa
después de una carga de glucosa (intolerancia a la glucosa); sin embargo, bajo
condiciones de ayuno los ratones obesos son euglicemicos. Ademas, aunque
también desarrollan hiperinsulinemia postprandial e hipertrigliceridemia basal los
ratones no muestran un estado clinico de diabetes tipo 2. Este ratén puede ser
sin duda un modelo animal de gran interés para el andlisis fisioldgico del SM, ya
que las alteraciones observadas en €l son muy similares a las que se presentan

en los humanos con esta enfermedad (Carmona 2006).



V. HIPOTESIS

Si la obesidad es consecuencia en parte, de alteraciones de los mecanismos
neurales circadianos y del control de metabolismo, entonces las respuestas
diarias y circadianas de captacién de glucosa en los diversos tejidos en animales

normales deberan ser distintas a las que presentan los animales obesos.

VI. OBJETIVOS

Objetivo general

Observar si se presentan diferencias en la capacidad de captacién de
glucosa, evaluada mediante pruebas de tolerancia a la glucosa (CTG), a dos
horas opuestas del ciclo diario y circadiano del raton de los volcanes

Neotomodon alstoni alstoni y si tales diferencias son afectadas por la obesidad.

Objetivos Particulares

1. Observar mediante la CTG, si existen diferencias significativas entre el

dia y la noche en la captacion de glucosa en animales normales.

2. Observar si estas diferencias persisten en el tiempo circadiano

correspondiente (mitad del dia y la noche subjetivos).

3. Determinar si los niveles circulantes asi como la capacidad de captacion
de glucosa, se modifican por la actividad en si misma o0 si es subyacente una

regulacién circadiana.

4. Comparar con los ratones normales, si existen diferencias en la
capacidad de captacion de la glucosa en el ciclo diario y circadiano en los

animales obesos.



VIl. MATERIAL Y METODO

HORARIO DE TOMA DE MUESTRAS EN FOTOPERIODO Y DIA

SUBJETIVO

Se usaron 5 ratones machos normales (50+ 5g) y 5 ratones machos
obesos (60 g o mas) N alstoni obtenidos de una colonia existente en el
Bioterio de la Facultad de Ciencias. Los animales tenian un intervalo de edad
de 300 a 350 dias, y antes de determinar su tolerancia a la glucosa se
alojaron durante 3 semanas bajo en un fotoperiodo de luz-oscuridad 12:12
(fotofase de 07-19:00 h). Durante este periodo de tiempo fueron mantenidos
individualmente en jaulas experimentales y se alimentaron con nutricubos
para roedores pequefios (Rodent Laboratory Chow 5001, Purina, Co.) y agua
ad libitum. En los animales sometidos a fotoperiodo 12:12 las muestras de

sangre fueron tomadas a la mitad de la fase luminosa (entre 12 a 13 h).

Para realizar la CTG en el dia subjetivo. Los animales provenientes de
fotoperiodo 12:12, fueron colocados en un ambiente de luz roja tenue (2 Ix)
durante 24 horas antes de la toma de muestras, al dia siguiente las muestras
de sangre para la deteccion de glucosa, fue realizada aproximadamente de
las 12 a 13 horas, bajo la misma intensidad de iluminacién, y extrapolando asi
la fase de reposo o “dia subjetivo” que tendria el animal si estuviese aun en

LO,

Con el fin de descartar si el movimiento durante la fase de actividad,
podria ser un factor que modificara la concentracion sanguinea de glucosa,

durante la prueba de tolerancia: a un grupo de 5 ratones normales se les



sometio a cajas de restriccion gradualmente durante una semana, desde 1
hasta 5 horas diarias, con el fin de reducir el estrés de los animales y al final
mantenerlos durante 72 horas continuas antes de la toma de muestras.
Durante las condiciones de restriccion de movimiento todos los animales
podian comer y beber, y una vez adaptados a la restriccion, se les realizo
una prueba de tolerancia a la glucosa a la mitad de la fase nocturna, la cual

es donde el animal suele ser mas activo.

Toma de muestras en escotoperiodo y noche subjetiva

Para realizar las pruebas de tolerancia a la glucosa durante la noche,
los animales fueron mantenidos en fotoperiodo invertido OL, 12:12 durante
tres semanas (encendido de luz a las 19:00 y apagado a las 07:00 h). La CTG
fue tomada al término de este periodo a las 12-13 horas del dia, en la mitad
de la fase oscura (escotoperiodo). Entre cada una de las pruebas, los

animales se dejaron en recuperacion durante al menos dos semanas.

Para obtener la CTG en la noche subjetiva; los animales recuperados
del tratamiento anterior, fueron expuestos a luz roja tenue constante durante
al menos 24 h para que al siguiente dia la toma de muestras se hiciera a las
12 h del dia, de esta manera se obtuvieron las muestras de sangre para la

CTG a mitad de la noche subjetiva de los animales.

Ambos grupos de ratones fueron mantenidos en un rango de
temperatura de 18 a 23 ° C, humedad ambiental (50 a 60 % de humedad

relativa) y se alimentaron con nutricubos y agua ad libitum.



OBTENCION DE LA CURVA DE TOLERANCIA A LA GLUCOSA

De manera convencional, la curva de tolerancia a la glucosa se
construye mediante la cuantificacion de la glucosa basal de un animal en
ayuno, y después de la administracién de una carga de glucosa se determina,
mediante muestras sanguineas obtenidas a intervalos regulares, en cuanto
tiempo se regresa a los niveles basales. La velocidad mediante la cual se
lleva a cabo el regreso a los niveles basales depende de la eficiencia con que
la glucosa es retirada del torrente sanguineo hacia los tejidos (captacion de

glucosa).

Para cada uno de los grupos mencionados en los apartados anteriores,
la toma de muestras de sangre para la obtencién de la curva de tolerancia a
la glucosa (CTG) se hizo en ratones mantenidos en ayuno durante al menos
12 horas. Los ratones, tanto obesos y normales, fueron anestesiados en una
camara con éter etilico. Una vez inconcientes, las muestras de sangre fueron
obtenidas de la vena coccigea (aprox. 40ul) mediante un corte en la punta de
la cola, entonces se determiné inicialmente la glucemia basal vy
posteriormente, a cada uno de estos animales se les administré una solucion
de glucosa al 50% a una dosis de 2.5g/Kg de peso corporal por via
intraperitoneal (tiempo cero). A los 30, 60, 90 y 120 minutos siguientes, bajo
anestesia con éter, se les extrajo nuevamente una gota de sangre para
determinar los cambios en su glucemia a lo largo de 2 horas y construir la
curva de tolerancia a la glucosa para cada organismo. La cuantificacion de la
glucosa sanguinea se realiz6 a través del método glucosa oxidasa peroxidasa
con tiras reactivas para glucémetro One Touch (LifeScan, Johnson and

Johnson, Co. California, U.S.A.)



ANALISIS ESTADISTICO

Los datos de concentracion de glucosa, obtenidos entre el dia y la
noche, asi como los de tiempo subjetivo, fueron graficados en EXCEL y
comparados mediante la prueba de T de Student para muestras no pareadas,
mediante el programa STATISTICA, las diferencias significativas entre los
grupos de datos fueron consideradas cuando P<0.05. Los datos de todas las
determinaciones y tratamientos se presentan con el promedio estadistico + el
error estandar correspondiente. La capacidad de depuracién glucosa, lo que
significa la captacion de glucosa por los tejidos, que presentaron los
diferentes grupos de ratones, se determiné mediante el calculo del area bajo
la curva de tolerancia a la glucosa, la cual fue calculada como la integral de la
curva de glucemia cuantificada a los 0, 30, 60 y 120 minutos, mediante el

programa Origin Pro version 7.0 y la siguiente formula:

k-1
T (ti+1-t)x[Gi+1+Gi -GO0]

iI=1 2

Donde:

ti = tiempo (min) del muestreo sanguineo; i=1...k
GO = valor de la glucemia inicial
Gi = glucemia promedio (mg/dL) en ti

k = nimero de muestras sanguineas



DETERMINACION DEL ESTADO DE OBESIDAD.

El peso y la longitud naso-anal fueron los pardmetros para que,
mediante el indice Lee (White et al 2005) se seleccionaron a los ratones
obesos. Ambos pardmetros, se establecieron antes de someter a los
animales a un periodo de ayuno de 12 horas. Los ratones fueron pesados
utilizando una balanza de triple brazo con platilllo-paleta (OHAUS). Una vez
pesados, los ratones se anestesiaron con éter etilico para cuantificar su

longitud naso-anal y determinar el valor del indice Lee mediante la férmula:

indice Lee= 3+ Peso corporal (g) / Longitud naso anal (mm) X 104

Mientras mas obesos sean los organismo, se presentara un mayor
Indice Lee.



DISENO EXPERIMENTAL

5 ratones LO 1212 Ayuno
no 12 h
obesos 3
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CTG
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En noche CONSTANTE por 2
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resultados

Figura 3 Diagrama de flujo que explica la secuencia de eventos a lo

largo del disefio experimental.




VIll. RESULTADOS

Comparacion de la CTG en ciclos LO (dia vs noche)

La figura 4 superior, muestra los valores la CTG al medio dia (circulos
vacios) y media noche (circulos llenos) en los ratones normales. Durante el
diay a lo largo de los 120 minutos de muestreo, se presentaron valores de
glucemia més elevados que durante la noche. Se observaron diferencias
significativas de los niveles de glucosa entre el dia y la noche a los 0 y 60
minutos (p<0.05). Aunque en ambos horarios, el nivel de glucemia observado
a los 120 minutos de la CTG mostré una tendencia a disminuir, no se redujo a
los niveles originales. Los valores del area bajo la curva fueron 11863 +3703

para el dia'y 10416 + 2553 unidades relativas (UR) para la noche.

La figura 4 inferior, muestra el promedio de los valores de glucosa
obtenidos en las muestras de los animales obesos. En general, se
presentaron niveles de glucemia mas altos durante el dia, donde se
detectaron diferencias significativas a los 30 a los 120 minutos de la CTG
(P<0.05). De manera notable, la captacién de la glucosa en los animales
obesos es mucho mas lenta durante el dia. Aunque se noto gran variabilidad
en los valores de glucosa en este grupo. También se observé que la
tendencia a disminuir la concentracion de glucosa es mucho mas lenta
comparada con los animales normales a los 120 minutos de la CTG.. Los
valores de area bajo la curva fueron 10946 + 4959 para el diay 6135 + 2346

UR para la noche.
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Fig. 4 CTG durante el dia (circulos blancos) y la noche (circulos
negros) entre ratones normales (grafica superior) y obesos (grafica inferior).
Los asteriscos indican diferencias significativas entre los promedios
correspondientes al mismo tiempo de muestreo después de la inyeccion de
una carga de glucosa. (tiempo O indica la concentracién basal de glucosa
previa a la inyeccion).



Comparaciones de CTG en la misma fase

La figura 5 superior se muestra la comparacion de la CTG obtenida
durante el dia, entre animales normales y obesos. En ambos, la CTG, mostré
su maximo nivel entre los 30 y 60 minutos después de la administraciéon
intraperitoneal de glucosa, sin embargo, la glucemia en los ratones obesos se
mantuvo con una tendencia elevada hasta los 20 minutos, no se detectaron
diferencias significativas. En los ratones normales, los valores del area bajo la
curva para el dia fueron 11863 + 3703 UR y el valor del area bajo la curva de
los ratones obesos fue 10946 + 4959 UR. Estas diferencias entre los valores

no fueron estadisticamente significativas.

En la figura 5 inferior, se muestra que a los 30 minutos de la CTG los
ratones normales presentaron un nivel de glucosa significativamente mayor
al de los obesos (p<0.05); sin embargo, en los animales normales esta
tendencia no se mantuvo a lo largo de la curva, pues la glucemia rapidamente
disminuy6 hacia valores cercanos a los basales. Contrariamente, aunque en
los ratones obesos los niveles de glucosa de los 30 a los 120 minutos fueron
bajos, estos fueron mas estables y no retornaron a su nivel basal. Los
valores del area bajo la curva de los ratones normales durante la noche
fueron 10416 + 2553 y para los obesos 6135 + 2346 No se observaron

diferencias significativas.



300 - Normales vs Obesos, Dia

T

)

£ 200 A

<

0

O

S 100 -

)

6' —O—normales —@— obesos

O ] ] ] ] )
0 30._. 60 . 90 120
Tiempo (min)
Normales vs Obesos, Noche
*
300 -
:5‘
£ 200 -
&
o ——
O 100 -
D
—
o 0 —O—normales —@— obesos
0 30 60 90 120

Tiempo (min)

Fig. 5 La comparacion de las CTG entre los animales normales y obesos
durante el dia no mostrd diferencias estadisticas significativas y durante la
noche so6lo mostrd diferencias a los 30 minutos de la prueba. La recuperacion
de la glucemia basal es, sin embargo, mas rapida en los animales normales
(circulos blancos).



Comparacion de la CTG entre el diay la noche subjetivos

La figura 6 superior, muestra que durante el dia subjetivo los niveles
de glucemia en los ratones normales, es mayor que durante la noche
subjetiva. Se detectaron diferencias significativas (P<0.05) a partir de los
60 hasta los 120 minutos de la inyeccion de la carga de glucosa y no
retornaron a sus niveles de glucosa basal en las muestras del dia subjetivo.
Los valores del area bajo la curva para el dia subjetivo fueron 10794 +
2266 UR y para la noche subjetiva 4840 + 464 UR; entre los cuales se

detectaron diferencias (p=0.019).

En la figura 6 inferior, se muestra que durante la noche subjetiva, los
ratones obesos tuvieron valores de glucemia méas altos que durante el dia
subjetivo. Se observaron diferencias estadisticas entre los valores
correspondientes desde los 30, 60, 90 y 120 minutos de la CTG. La
glucemia de los ratones obesos durante la noche subjetiva, después 120
minutos no regresa a sus niveles basales originales. La figura incluye el
error estandar de cada promedio, sin embargo, la variabilidad es
enmascarada por los circulos que indican el valor promedio. Los valores

del area bajo la curva del dia subjetivo fueron 7500 + 3266 UR y para la

noche subjetiva 19110 + 1992 UR (p= 0.0229).
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Fig. 6 CTG entre el dia (DS) y la noche (NS) subjetivos en normales (grafica
superior) y obesos (grafica inferior). Como se observa, la CTG de los ratones
obesos en noche subjetiva fue significativamente mas alta a la de los obesos

en dia subjetivo.(* p<0.05)



Comparaciones de CTG en la misma fase circadiana

La figura 7 superior muestra la comparacion de los datos promedio
obtenidos en animales obesos y normales durante el dia subjetivo. Pese a
que los ratones normales presentaron a lo largo de la CTG mayores niveles
de glucemia que los observados en los animales obesos; no se observaron
diferencias significativas entre los dos grupos, y hasta los 120 minutos,
ninguno de los organismos regreso a sus niveles de glucemia basal. El area
bajo la curva para los ratones normales durante el dia subjetivo fue 10794 +
2266 UR, mientras que para los obesos el area bajo la curva mostré menor
amplitud y su valor durante el dia subjetivo fue 7500 + 3266 UR, sin

diferencias significativas.

En la figura 7 inferior se muestra que durante la noche subjetiva, los
ratones obesos tuvieron una mayor concentracion de glucosa a lo largo de la
curva que los animales normales. Se detectaron diferencias significativas a
los 60, 90 y 120 minutos de la CTG. A diferencia de los ratones normales, los
ratones obesos no retornaron a sus niveles basales de glucemia. Ademas se
observaron diferencias estadisticas significativas entre los valores del area
bajo la CTG de los obesos y normales (19110 + 1992 vs, 4840 + 464 UR,

respectivamente).
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Fig. 7 Comparacion de la CTG entre animales normales y obesos durante el
dia y noche subjetivos. No se detectaron diferencias significativas durante el
DS (gréfica superior). La CTG de la figura inferior, muestra que hay
diferencias claras entre los animales normales (circulos blancos) y obesos
(circulos negros) durante la noche subjetiva. (*p<0.05) .



Variaciones de la CTG en la exposicion a ciclos de LO y a oscuridad

constante

La figura 8, muestra las CTG obtenidas tanto en animales normales
como en obesos. Las dos graficas superiores muestran los datos obtenidos
durante la fase luminosa del fotoperiodo comparado con los obtenidos en la
fase del dia subjetivo (DS). Las dos graficas inferiores comparan en cada una,
los datos obtenidos durante la fase oscura del fotoperiodo y los

correspondientes a la noche subjetiva.

Tanto organismos obesos y normales, presentan valores de glucemia,
con tendencias a ser mayores cuando los animales estan expuestos a ciclos
de luz y oscuridad (circulos blancos), sin embargo no se detectaron

diferencias significativas durante el dia y dia subjetivo.

Por otra parte las comparaciones de de noche y noche subjetiva,
muestran diferencias importantes en los organismos obesos, pues los valores
de glucemia fueron significativamente mayores en condiciones de oscuridad
constante, que aquellos obtenidos en los ciclos de LO. Los ratones normales
mostraron valores de glucemia mayor en oscuridad constante, pero las
diferencias significativas se detectaron solo al minuto 60 de la inyeccion de
glucosa.. Esta comparacion es importante debido a que la forma en la que se
regula la glucosa, puede ser influida por la condicién luminosa en la que se

encuentra el organismo.
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Figura 8

Comparacion de fases entre los distintos grupos de animales, bajo
distintas condiciones de iluminacion. De lado izquierdo se muestran los
valores de glucemia obtenidos en animales normales, mientras que del lado
derecho se muestran las graficas de los valores de glucemia correspondientes
a los animales obesos. El asterisco indica donde se detectaron diferencias
significativas (p<0.05)



En la Fig. 9 las barras representan el area bajo la CTG de los ratones
normales, la cual es indicativa de la capacidad que exhibieron estos roedores
para depurar la glucosa sanguinea a lo largo de los 120 minutos de la prueba
de tolerancia a la glucosa. Como se observa en la Fig. 9, los ratones normales
mantenidos bajo fotoperiodol12:12 mostraron durante el dia una mayor area
bajo la CTG, esto significa que bajo esta condicion estos animales presentaron
una menor capacidad para depurar la glucosa sanguinea, lo que es lo normal.
Por otra parte, a pesar de que durante la noche el area bajo la CTG de los
ratones normales también fue elevada, ésta fue menor a la observada en el

dia.

Durante el dia subjetivo la depuracion de glucosa de los ratones
normales también fue reducida, pero en comparacién con la observada durante

el dia fue afectada en menor grado.

El &rea bajo la CTG de los ratones normales durante la noche subjetiva
fue la que presentd una reduccidn significativa, lo cual indica que la depuracion
de glucosa fue mucho mas rapida bajo esta condicion. Es importante sefialar
gue se observaron diferencias estadisticas significativas en el area bajo la CTG
de los ratones normales al comparar la noche vs noche subjetiva, asi como

entre el dia subjetivo vs la noche subjetiva (p<0.05, respectivamente).
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Fig. 9 Area bajo la CTG en los ratones normales durante las
condiciones dia, noche, dia subjetivo y noche subjetiva. UR (unidades
relativas); D (dia); N (noche), DS (dia subjetivo) y NS (noche subjetiva). *
Diferencias estadisticas significativas (P<0.05).



En la Fig. 10 puede apreciarse que durante el dia el area bajo la CTG
de los ratones obesos fue mayor a la observada durante el dia subjetivo y la
noche, lo cual indica que bajo esta condicién los ratones obesos mostraron
menor eficiencia para depurar la glucosa. Aunque en el dia la depuracion de
glucosa que exhibieron estos ratones fue menor, durante la noche subjetiva
la capacidad para depurar la glucosa sanguinea que mostraron los ratones
obesos fue adun menor, pues comparativamente el area bajo la CTG durante
la noche subjetiva fue mayor a la observada en el dia; por lo tanto, los ratones
obesos durante la noche subjetiva presentaron mayor intolerancia a la
glucosa con respecto a las otras condiciones. Entre el dia subjetivo y la
condicion noche los ratones obesos no mostraron diferencias evidentes en el
area bajo la CTG. Como puede advertirse en la Fig. 10, sélo se observaron
diferencias estadisticas significativas entre el area bajo la CTG de noche vs

noche subjetiva y dia subjetivo vs noche subjetiva.

Comparacion entre actividad y restriccion en animales normales en

periodo de oscuridad

En la grafica 11, se muestra que la curva de restriccidn alcanza valores
elevados, muy parecidos a los alcanzados en la curva de actividad. En la curva
de restriccion el descenso se muestra un poco mas lento pero no se muestra
una diferencia muy marcada entre estas dos curvas. Es importante mencionar

gue no encontramos diferencias significativas T- Student (<0.05).
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Fig. 11 Comparacion de ratones normales con restriccion y sin restriccion en
periodo de oscuridad del ciclo LO, no mostraron diferencias estadisticamente
significativas.



X. DISCUSION

Un ritmo bioldgico es definido como la repeticidén regular de una funcion
biolégica en un organismo a lo largo del tiempo, este ritmo puede verse
afectado por las variaciones en el ambiente a las cuales estad expuesto. Una
de las principales caracteristicas de estos ritmos es que se presentan en
ausencia de las sefales ciclicas con que estan relacionados, por ejemplo: la
luz, la presencia de alimento etc., por lo que se consideran sistemas de

temporalizacién autosostenidos.

Los resultados de las figuras 9 y 10 resumen las diferencias
encontradas en los ratones obesos y normales. Dichas diferencias fueron mas
marcadas en el periodo de noche subjetiva en ambos grupos de ratones. Los
animales normales mostraron una depuracibn mas rapida de la glucosa
sanguinea y un retorno mas rapido a su nivel basal de glucemia en la noche y
noche subjetiva. Esta tendencia es congruente con la actividad nocturna de los
animales, debido a que los mecanismos que regulan la captacion de glucosa
en los tejidos deben ser mas eficientes cuando el animal esta activo y, por lo
tanto, cuando el animal consume alimento cuyos nutrientes deben ser
rapidamente absorbidos por el sistema digestivo y pasar a la sangre y a los
tejidos. Las diferencias observadas en los animales normales son mas
marcadas en la noche subjetiva, lo cual concuerda con las evidencias
observadas en otros estudios en los que se ha encontrado que los ratones
normales mantenidos bajo un periodo de oscuridad constante regulan de
manera mas eficiente la expresion de genes de enzimas que desempefian un
papel importante en el metabolismo de la glucosa en ratones. (Zhang J. et, al.

2006)



Estudios recientes han demostrado que en condiciones constantes de
oscuridad se observa un aumento en los niveles de 5"AMP. Este incremento de
5 AMP provoca una disminuciéon de la fosfofructocinasa (PFK) en la
gluconeogenesis y un aumento de la fructocinasa-1,6 difosfatasa (FDP) lo que

lleva a un aumento de la glucosa en sangre. (Zhang J. et, al. 2006)

La homeostasis energética es regulada por la leptina y la insulina,
dichas hormonas son producidas en el tejido adiposo y en el péancreas,
respectivamente, e interactian con sistemas neurales que influyen sobre la
ingesta de alimento. La obesidad puede ser resultado de la secrecion
defectuosa o0 de una inadecuada respuesta neural a estas hormonas
(Carmona, 2006). EI NSQ genera ritmos de conducta y metabolismo, estos
ultimos son influidos por la leptina, la cual tiene receptores en el NSQ, por lo
que esta estructura puede participar monitoreando los cambios que ocurren en

la masa de grasa corporal (Swartz y Niswender, 2004).

Las diferencias observadas en los animales obesos durante la noche
subjetiva pueden ser el producto de trastornos metabdlico-neurales,
probablemente inducidos por la presencia de obesidad y de otras
alteraciones metabdlicas en estos ratones, tales como resistencia a la insulina
y SM, pues es conocido que estos trastornos también impactan sobre la

actividad del NSQ.



RESTRICCION Y ACTIVIDAD

Cuando los animales normales se mantuvieron en libre actividad o en
restriccion no presentaron diferencias significativas en la curva de tolerancia
a la glucosa durante la noche subjetiva. En condiciones normales un animal
que se encuentra en actividad gasta mayor cantidad de energia que un animal
que se encuentra en reposo, por lo que se esperaria que esta diferencia se
observara en libre actividad y no en restriccion. Al no ser asi puede
argumentarse que se trata de un ritmo enddgeno, aunque no se descarta que
la adaptacion a la condicién de restriccion y el estrés puedan ser factores
que influyen en este resultado. Las evidencias obtenidas demuestran que en
los roedores la concentracion sanguinea de glucosa es fuertemente

regulada por el reloj circadiano.

Diferencias diarias y circadianas de la concentracion sanguinea de

glucosay de la capacidad para depurar la glucosa en ratones obesos.

En la Fig. 10 los valores relativos del area bajo la curva durante la
noche, fueron menores con respecto al dia en el ciclo de Luz y Oscuridad, lo
cual sugiere que la captacién de glucosa por los tejidos periféricos fue mas
rapida en la noche. Este resultado a lo explicado anteriormente con respecto al

AMP 5.

Estudios recientes demuestran que genes esenciales del reloj circadiano
como Bmall y Clock, estan involucrados en la homeostasis de la glucosa. La

inactivacion de los genes Bmall y Clock suprime la variacion diurna de la



glucosa y de los trigliceridos. La gluconeogénesis es afectada por mutaciones
de los genes Bmall y Clock, pero la respuesta contrareguladora de la
corticosterona y el glucagon a la induccion por la insulina se conserva (Rudic,
et al, 2004). Los valores del area bajo la curva de tolerancia a la glucosa para
el dia y dia subjetivos fueron practicamente similares en los ratones obesos
mantenidos bajo las dos condiciones. Allaman-Pillet, et al., (2003) sefalan que
en animales normales la secrecion y los niveles de insulina en el plasma estan
sujetos a ciclos circadianos, con un aumento progresivo en la mafiana, con el

pico mas alto por la tarde y una disminucién durante la noche.

Como se observa en la Fig. 9, en los ratones normales los valores del
area bajo la curva de tolerancia a la glucosa durante la noche subjetiva fueron
menores a los del dia subjetivo, lo que indica que durante la noche los tejidos
periféricos de los ratones normales presentaron una mejor captacion de
glucosa. Esta diferencia fue mayor a la observada en el ciclo de luz y
oscuridad, lo que coincide con lo reportado por Jianfa Zhang, et al (2006)
respecto a que las diferencias circadianas en el metabolismo de la glucosa son

mas pronunciadas en oscuridad constante.

Sin embargo, los ratones obesos mantenidos en oscuridad constante
mostraron un patrén de depuracién de glucosa invertido respecto al que ha
sido reportado para animales normales. Una posible explicacibn a este
hallazgo es que la hora de muestreo no representara la noche interna del
ratén, ya que al no tener un registro de actividad no se puede asegurar que el
tiempo de muestreo haya coincidido exactamente con la mitad de la noche y

dias subjetivos.



Una segunda posibilidad es que en los ratones obesos, los mecanismos
que regulan la captacion de glucosa en condiciones constantes de oscuridad,
sean diferentes a los que participan en organismos normales. En este caso, es
necesario plantear una serie distinta de protocolos en los que se pueda
conocer los niveles de insulina en condiciones de oscuridad constante,
mediante la toma de muestras a distintos puntos de tiempo circadiano, con

referencia a un actograma donde pueda ser proyectado el inicio de actividad.

El gen Clock es un componente esencial del reloj maestro, el cual
regula los ritmos circadianos en el Nucleo Supraquiasméatico del Hipotalamo.
Nuevas evidencias han demostrado que los ratones con la mutacién Clock
presentan hiperfagia y en consecuencia son obesos, por lo que se ha sugerido
que existe una relacion importante entre los controles moleculares del ritmo
circadiano y la homeostasis energética. Los mutantes Clock, son arritmicos en
condiciones constantes de oscuridad. Esta arritmia se manifiesta como brotes
irregulares de actividad distribuidos a lo largo del tiempo, lo que permite que los
animales tengan mas periodos de alimentacion, no es claro, sin embargo, si la
obesidad en estos animales esta relacionada con la posibilidad de que el
animal coma durante periodos méas prolongados debido a la arritmia, o si existe
una deficiencia metabdlica por la mala funcién del reloj que de lugar a la

obesidad (Williams y. Schwartz, 2005).

Muchos de los procesos fisiolégicos en el organismo estan relacionados
con el reloj maestro, uno de estos procesos fisioldgicos es la sintesis circadiana
de insulina, la cual en animales diurnos presenta niveles altos durante el dia y

su pico maximo durante la tarde. Estos ciclos se pierden en pacientes con



diabetes tipo 2, asi como las variaciones diarias de la tolerancia a la glucosa y

los eventos cardiovasculares (Allaman- Pillet, et al., 2004).

Las personas obesas y aquellas con diabetes tipo 2 también presentan
ciertas disfunciones en sus ritmos circadianos. Diferentes anormalidades de
las variaciones diarias de la conducta y de los procesos fisioldgicos como lo es
la obesidad, la resistencia a la insulina entre otras, han sido observadas en
humanos obesos, diabéticos y en modelos de roedores de diabetes tipo 2

(Young et al.,2002).

Los ciclos de suefio-vigilia también se ven afectados por la obesidad. El
suefio estd asociado con una serie de cambios endocrinos incluyendo la accion
de la insulina en individuos sanos y jovenes. El suefio juega un papel integral
en el control metabdlico y al parecer un suefio insuficiente puede representar

un factor de riesgo para el desarrollo de diabetes tipo 2 (Trenell et al., 2007).

Lo anterior da lugar a plantear nuevas preguntas acerca de la estructura
del ritmo de actividad entre organismos normales y obesos, asi como las
posibles diferencias que existan en la arquitectura del suefio entre estos dos

grupos.



Xl. CONCLUSIONES

e El ratdn de los volcanes Neotomodon alstoni alstoni presentd diferencias
significativas en la captacion de la glucosa en el ciclo diario y circadiano en

animales obesos y normales.

e Se observaron diferencias entre animales obesos y normales en la noche
subjetiva, esto se podria deber a la lenta depuracion plasmatica de glucosa
gue presentan los animales obesos, a diferencia de los animales normales,

los cuales podrian presentar una rapida depuracion de glucosa.

e La restriccion de actividad nocturna no modificé significativamente la
captacion de glucosa, lo cual indica que las diferencias observadas en

animales normales dependen de una regulacion circadiana.

e Los animales obesos presentaron una depuracion de la glucosa sanguinea

mas rapida en el dia subjetivo con respecto a los animales normales.
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