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|. RESUMEN

Hoy en dia la poblacion mexicana ocupa los primeros lugares de obesidad
en México, a pesar de que las causas exactas que desarrollan esta enfermedad
se desconocen es considerada un desorden multifactorial en el que estan
involucrados distintos factores. La regién ventromedial en el hipotalamo es la
principal zona de control de la respuesta a la ingesta de alimento. Se ha visto
que algunos desajustes en la regulacién genética y neural de los ritmos
circadianos estan relacionados con el desarrollo de la obesidad. Se ha
propuesto al ratbn Neotomodon alstoni como un modelo para el estudio de la
obesidad ya que en cautiverio, un alto porcentaje de estos animales desarrollan
un fenotipo obeso. El presente trabajo tiene el objetivo de establecer las
diferencias en las caracteristicas del ritmo circadiano de actividad locomotriz
entre animales adultos obesos y no obesos del ratdbn de los volcanes
Neotomodon alstoni. Los resultados obtenidos al comparar los ritmos de
actividad locomotriz en animales normales con animales obesos fueron
sometidos a un protocolo con un fotoperiodo 12:12 a cambios de avance de
fase y de retraso ademas de una fase final de libre curso, mostraron que ambos
grupos presentaron diferencias en la capacidad que muestran ambos grupos
para ajustarse a estos cambios, ademas también se observaron diferencias en

la duracion del periodo del ritmo circadiano de actividad.

En el presente trabajo se concluye que el ratén Neotomodon alstoni en
condicibn no obesa presenta actividad concentrada en la escotofase
presentando un comportamiento nocturno, mientras que los animales obesos no
concentran su actividad en la fase oscura reparten su actividad total durante
todo el ciclo y concentrando la mayor actividad durante el final de la fase
luminosa y principio de la fase oscura. Los animales OB machos y hembras
presentan una disminucion total de actividad y presentan periodos mayores a
24h. Los animales no OB reducen la duracion de o en los dias transitorios para

ajustar por avance.



. INTRODUCCION.

Ritmos bioldgicos.

Los seres vivos, ademas de compartir distintos nichos ecoldgicos
compartimos condiciones biogeofisicas que presentan variaciones ciclicas como
consecuencia de los movimientos de rotacion y traslacion de la tierra; tales
cambios se reflejan principalmente en los ciclos del dia y la noche, las fases de
la luna y las estaciones del afo. Una de las adaptaciones obvias en los
organismos es la capacidad de cambiar su comportamiento en un dia (Aschoff,
1981). Resulta sumamente interesante como los seres vivos han creado
mecanismos que les permiten anticiparse a cambios ciclicos ambientales, para
poder explicar estos mecanismos internos, se han hecho analogias con el
funcionamiento de un ‘reloj’ lo que implicaria un sistema de cronometria auto

sostenido.

El reloj biolégico permite que el comportamiento y la fisiologia de los
organismos enfrenten los desafios asociados a los cambios diarios en el
ambiente externo, esta es una sincronizacién temporal entre el organismo y el

ambiente.

De igual importancia, pero quizas menos apreciado, es el hecho de que
este reloj biolégico tiene un papel semejante al de un conductor de orquesta
sinfénica, quien proporciona la organizacion temporal interna y asegura que los
cambios internos ocurran por la coordinacion entre si (Turek et al,2001).

Mientras que los organismos vivos se organizan espacialmente, también se



organizan temporalmente para asegurarse que hay sincronizacion interna entre
los innumerables sistemas bioquimicos vy fisiologicos en el cuerpo (Pittendrigh,

1993).

Se podria definir a los ritmos bioldgicos, como los cambios ciclicos que
experimentan los distintos procesos fisioldgicos, y que ocurren regularmente en
un intervalo de tiempo determinado. Dada la frecuencia del ritmo podemos

distinguir tres clasificaciones de los ritmos:

Circadianos, presentan periodos cercanos a las 24 hrs (de 20 a 30 hs).

Infradianos, presentan periodos mayores a 30 hrs.

Ultradianos, presentan periodos menores a 20hrs.

Sin embargo, las caracteristicas generales de los ritmos circadianos no siempre

son compartidas por las otras dos clases de ritmos biolégicos.

La capacidad de cada organismo para presentar diversos tipos de ritmos
biolégicos, se basa en la existencia de un ‘reloj biolégico’. En general este
término engloba dos tipos distintos de osciladores, aquellos que son
identificables como entidades fisicas discretas y diferenciables del resto del
organismo y otros que emergen como una propiedad resultante de la interaccidn
de elementos interconectados en asas de retroalimentacion negativa. La
interaccion de estos dos sistemas resulta en la adaptacion del organismo a

presiones ambientales ciclicas.



Generalidades sobre los ritmos circadianos.
Oscilacion espontanea.

Muchos individuos en condiciones constantes de oscuridad, presentan
ritmos endogenos con intervalos cercano de 23 a 26h (Jonson et al, 2004). Este
intervalo es cercano a la duracion de un dia por lo que se les ha llamado

circadianos; palabra del latin circa-alrededor y diem-dia (DeCoursey, 2004).

Cuando un organismo es mantenido en un ambiente libre de senales
temporales, es posible notar ritmos enddgenos, es decir, espontaneamente
presentes, que difieren ligeramente del que presenta en condiciones naturales,
donde existen una gran diversidad de sefiales ambientales que presentan

periodicidad.

El periodo del ritmo enddgeno libre de sefales externas es altamente
predecible, y es conocido como periodo del ritmo en libre curso (o FRP por sus
siglas en inglés free-running period). ElI simbolo que lo representa es la letra
griega tau (1) y es dependiente de una variedad de factores como, la especie a la
que pertenece, la iluminacién, la temperatura, los factores de desarrollo e incluso
la historia del organismo previa a la observacién del ritmo (Jonson et al, 2004).
El 1« puede presentar algunas variaciones pequefias entre organismos de la
misma especie sin embargo existen variaciones significativas entre especies
distintas; de esta forma es factible determinar un periodo caracteristico para

cada especie.



La luz representa uno de los factores ambientales que pueden modificar a
1 en la mayoria de las especies (Aschoff 1960). En las especies diurnas (peces,
reptiles y aves) es posible observar un acortamiento de v conforme aumenta la
intensidad de la luz, mientras que lo opuesto sucede con las especies nocturnas;
estas consideraciones son conocidas como la regla de Aschoff, sin embargo
existen muchas especies que son la excepcién a la regla, por ejemplo en las
especies diurnas como nocturnas los mamiferos presentan un alargamiento de 1

en respuesta al aumento de intensidad de la luz.

Compensaciéon de temperatura.

Collin Pittendrigh en 1960 fué quien observo por primera vez en el ritmo
de eclosion de la mosca de la fruta Drosophila el fendmeno de compensacion de
temperatura, en el cual 1 se mantiene relativamente constante a pesar de los
cambios que pudieran afectar la cinética de algunos procesos enzimaticos, lo
que significa que existe compensacion de los efectos de la temperatura que
causan variacion a nivel molecular. La relacidon que existe sobre la forma en que
un proceso es afectado por la temperatura a una diferencia de 10°C, se mide
mediante el indice del Qqo, ya que los indices de la mayoria de los procesos
fisiolégicos se duplican o se triplican aproximadamente con cada aumento de
10°C (Q10= 2 0 3) en la temperatura, éste crearia dificultades severas para los
relojes fisioldgicos si estos reaccionaran de manera semejantemente (Brady,

1982) sin embargo esto no sucede con la medicion del tiempo en el reloj, ya que



el valor del periodo en libre curso es muy cercano ante cambios ambientales de

10 o mas grados centigrados.

Sincronizacion.

Todos los organismos vivos estan expuestos a ciclos ambientales con
periodos de 24 h como consecuencia de los ciclos del dia y la noche. Resulta
evidente qué, para conservar un estimado esencial del tiempo local, el reloj
interno debe sincronizarse al ciclo geofisico de 24h. Al reajuste diario con los
ciclos ambientales se le conoce como sincronizacion (entraining en inglés), y
podemos hacer una analogia con el ajuste que uno hace diario a un reloj, si esta
funcionando un poco rapido o lento. Algunos factores ambientales como los
cambios de temperatura, la iluminacién y la disposicion de alimento entre otros,
son capaces de modificar la fase del ritmo, estas senales son conocidas como
sincronizadores o zeitgeber (del aleman zeit = tiempo, geber =dador, Brady y

John, 1982).

Sin embargo, no todos los organismos son igualmente sensibles a los
diversos zeitgebers y esto esta en funcién del momento del dia o la intensidad
de la sefal que se aplica al organismo. Cuando el zeitgeber es efectivo, la

sincronizacion se da por avances o por retrasos de fase.

El sistema circadiano en mamiferos

En los mamiferos el reloj circadiano resulta un elemento esencial para la

adaptacion a su nicho temporal. La organizacion circadiana fisioldgica,



metabdlica y de comportamiento que proporciona el reloj en los mamiferos es
compleja, sin embargo existe una estructura que ha sido ubicada como el
marcapasos circadiano central, localizado en el nucleo supraquiasmatico (NSQ)

del hipotalamo anterior en el cerebro (Froy, 2007).

El ndcleo supraquiasmatico y los osciladores periféricos

El reloj de NSQ se compone de multiples neuronas que funcionan como
osciladores circadianos unicelulares, de tal modo que, cuando estan
sincronizados, generan las salidas circadianas coordinadas que regulan los
ritmos manifiestos (Froy, 2007). EI NSQ envia periédicamente las sefales a los
osciladores periféricos para prevenir la disminucion de los ritmos circadianos en
estos tejidos. Los mecanismos por los cuales el NSQ logra la sincronizacion

interna, no estan bien entendidos (Le Minh et al, 2001).

Asi, el reloj circadiano central, llamado a menudo marcapasos, esta situado
en el NSQ y presenta caracteristicas que lo diferencian como tal, primero,
cuando se realiza una lesion en éste, el ritmo manifiesto se pierde. En segundo
lugar, cuando es transplantado en animales arritmicos el ritmo se recupera en el
receptor y por ultimo, el cultivo in vitro de este 6rgano manifiesta ritmos
circadianos endogenos que persisten (Yamazaki et al, 2000). En cuanto a
estructura, el NSQ estd compuesto por dos cuerpos ovoides que contienen
cerca de 16,000 neuronas y soportes celulares como glia, se encuentra situado

arriba del quiasma Optico; existen algunas diferencias estructurales entre las



neuronas de la base y las neuronas de la corteza y aunque estas sean
relativamente leves, las diferencias citoquimicas son muy pronunciadas, dando
lugar a un estructura quimica altamente caracteristica de la base y de la corteza

del NSQ (DeCoursey, 2004).

Una gran variedad de cultivos de tejidos han mostrado presencia de
oscilaciones circadianas, el sustento ciclico de estas oscilaciones
probablemente dependa del NSQ (DeCoursey, 2004). Entre estos tejidos
periféricos se han encontrado algunos tales como el higado, intestino, y la retina

(Yamazaki et al, 2000; Froy, 2007).

La oscilacién del NSQ como marcapasos, no es exactamente de 24 h, por
lo tanto, es necesario sincronizar al marcapasos circadiano cada dia a ciclos de
luz-oscuridad externa y para evitar el libre curso. La luz es el sincronizador mas
eficiente para sincronizar al NSQ (Quintero et al., 2003). La luz es percibida por
la retina, en particular por las células ganglionares W y la sefial se transmite via
el tracto retinohipotalamico del nervio 6ptico, (RHT) hacia el NSQ (Froy, 2007).
El NSQ recibe la informacion, la interpreta y la transmite mas lejos hacia los
osciladores periféricos al NSQ, mediante conexiones neuronales o factores
humorales de circulacién. EI NSQ proporciona su salida mas intensa a la zona
subparaventricular (SPZ) y nucleo dorsomedial del hipotalamo (DMH) que es
necesario para organizar ritmos circadianos de la temperatura, del suefo,
actividad locomotora, alimentacion y produccion de corticoesteroides (Saper et

al, 2005).



Regulacion molecular del reloj circadiano en mamiferos

En los mamiferos, el reloj molecular se expresa por mecanismos de
trascripcion — traduccion, mismos que comparten las neuronas y las células
periféricas del NSQ (Schibler et al, 2003). Muchos de los productos de los genes
reloj funcionan como factores de transcripcion, los cuales poseen el dominio
PAS (POR, ARNT, SIM) y hélice-vuelta-hélice basica (bHLH), respectivamente,
en interacciones proteina-proteina y proteina-DNA. Todos estos factores
funcionan dentro de asas de retroalimentacion, que activan o reprimen
respectivamente su propia expresion y constituyen en ultima instancia, una linea
de regeneracién transcriptiva auténoma (Froy, 2007). Los cambios en la
concentracion de algunas proteinas como CLOCK, BMAL, CRY y PER; la
localizacion subcelular, las modificaciones postraduccionales, y los retrasos en
la transcripcién y la traduccion llevan a alcanzar ciclos de 24h (Dunlap, 1999;

Panda et al 2002 y Reppert, 2002).

El mecanismo del reloj molecular es regulado por los genes clock, bmal1,
per1, per2, per3, cry1l vy cry2. En el ratdn, el primer gen identificado fue el que
codifica para la proteina CLOCK que es un factor de trascripcion (Vitaterna et al,

1994).

CLOCK dimeriza con BMAL1 para activar la transcripcion de CLOCK y
BMAL1, luego el factor de la transcripcion pAS-bHLH, activa la transcripcion
ligandose a E-box (5-CACGTG-3’) y E-box-like de la region promotor 2
(Reppert, Weaver 2002). BMAL1 puede también dimerizarse con un homdlogo

de CLOCK como NPAS2 para asi activar la transcripcion y sostener la ritmicidad



(Asher et al 2006.). Asi, CLOCK:BMAL1 como heterodimero encuentran la
secuencias de la E-box y median la transcripcion de una gran cantidad de genes
incluyendo los de retroalimentacién negativa per y cry. Las proteinas PERs y
CRYs dimerizan en el citoplasma y para estabilizar el dimero en el citoplasma, la
proteina PER debe ser fosforilada por la Caseina cinasa | epsilon (CKle)
(Dunlap 1999, Feillet, et al 2006; y Whitmore et al, 2000.), cuando PERs y CRYs
dimerizan, se desplazan al nucleo donde van a inhibir su propia transcripcion
pues desplazan al dimero CLOCK y BMAL1 de su sitio de union. Como
resultado de la inhibicion de CLOCK-BMAL1, los niveles de per, cry y rev-erba
disminuyen junto con los niveles de las proteinas PER, CRY y REV-ERBa. El
dimero CLOCK-BMAL1 funciona también como promotor de transcripcion de
Rev-erba, cuyo producto reprime la expresion de Bmal1. La expresion Bmal1 es
regulado negativamente por rEV-ERBa del y regulado positivamente por RORa

(fig. 1).

El asa de autorregulacion de la transcripcion-traduccion que abarcan los
dimeros CLOCK-BMAL1 y PER-CRY constituye la base el reloj y generan ritmos
de 24h en la expresion de los genes reloj, per y bmal1 tienen oscilacion fuertes
en fases opuestas que mantienen correlacionan con sus funciones de represion
(Froy et al, 2006). Todos los genes ya mencionados del reloj presentan ritmos de

24 h en las células.
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Nucleus

Fig 1. Reloj Molecular. Asas de retroalimentacion (tomado de Froy 2007)

Obesidad.

Actualmente se desconocen las causas definitivas que ocasionan la
obesidad, sin embargo ésta es considerada una enfermedad que esta ligada a
multiples factores biolégicos. Una de las explicaciones sobre el desarrollo de la
obesidad se refiere a que esta patologia es inducida por un balance positivo de
energia derivado del incremento en la ingesta de alimento y decremento en el
gasto energético, o ambos (Barranco et al. 2004). Bajo este contexto, la

obesidad es un estado cronico del almacenaje excesivo de grasa, que va mas
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alla de las fluctuaciones naturales causadas por los cambios en disponibilidad de

nutrientes en el ambiente (Berthoud y Morrison, 2008).

Factores biolégicos que influyen en el desarrollo de la obesidad

Existen diversos factores que figuran como posibles causas de la obesidad,
algunos como la genética del individuo y otros mecanismos que implican
neurotransmisores y hormonas, aunados a condiciones ambientales que
favorecen al desarrollo de la enfermedad tales como el incremento en la ingesta
de alimento, la reduccion de actividad locomotriz y aquellos factores que

implican una reduccidn significativa del gasto energético.

Debido a su importancia bioldgica, la ingesta de alimento es controlada por
un sistema altamente complejo pero los mecanismos de control neural se miran
tipicamente como sistemas de “entrada-integracion-salida”. Cuando se ingiere
alimento, los macronutrientes que han sido absorbidos se reparten, se
almacenan de inmediato o forman parte del metabolismo en los varios tejidos
donde son requeridos. El pancreas desempefia un papel especial en la
circulacion de combustibles y de ciertas hormonas gastrointestinales, que
determinan la liberacion de las hormonas pancreaticas como la insulina,
glucagon, y polipéptidos pancreaticos, toda la sefalizacion es integrada en el
cerebro (Burcelin, 2005, Drucker y Nauck, 2006). Otros sensores de nutrientes
se localizan en la vena porta y el higado (Matveyenko y Donovan, 2006; Thorens
y Larsen, 2004). El tejido adiposo tiene también un papel importante en el envio
de senales al cerebro sobre la alimentacion, el tejido adiposo se encarga de

secretar hormonas como la leptina, la adiponectina, la resistina, y citocinas que

12



juegan papeles importantes en la regulacién neural y periférica de la ingesta de

alimento y del balance energético (Trayhurn et al, 2006).

El hipotdlamo es un érgano que juega un papel crucial en el control de la
ingestidon de los alimentos y del balance energético. Algunas de las poblaciones
neuronales dominantes se han identificado en el Nucleo Arqueado y muchos de
los mecanismos moleculares de integracion intracelular de varias hormonas vy
sefales de nutrientes estan actualmente bajo intensa investigacién. Hasta ahora
se desconocen detalles sobre como el cerebro en conjunto integra toda la
informacion por dentro y fuera del cuerpo en respuestas bioldgicas adaptativas
con respecto al comportamiento de la ingesta de alimento. Se reconoce que la
red de los nervios responsable de la integracion total no se limita al hipotalamo,
sino que incluye partes importantes en el sistema limbico, corteza, cerebro

medio y bulbo raquideo (Berthoud y Morrison, 2008).

El cerebro debe detectar y responder una gran variedad de sefales
externas relacionadas con la disponibilidad de alimento. El cerebro también
procesa un arsenal de sefiales internas que transportan la informacion sobre la
presencia y el tipo de alimentos dentro de intestino, la cantidad de combustibles
que circulan en la sangre y del nivel de energia almacenada como grasa.
Aunque multiples areas en el cerebro estan claramente implicadas, el
hipotalamo ha recibido la atencion primaria en la deteccion inicial de la
circulacién de las senales alimenticias. El aparato gastrointestinal tiene una
comunicacién intensa y de manera reciproca con el cerebro a través del sistema

nervioso simpatico, de las hormonas y del nervio vago que por medio de
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aferentes vagales proporciona una inervacion sensorial al aparato
gastrointestinal (Berthoud et al, 2000). En este sentido, el sistema nervioso
autonomo y entérico ademas del eje pituitario-endocrino, pueden considerarse
una parte fundamental en el sistema de salida ya que modula la direccion
gastrointestinal y el proceso metabdlico del alimentacidén asi como la division y la
oxidacion de metabolitos, por lo que de esta manera co-determinan el nivel de

sefiales en el lado sensorial del vinculo regulador (Berthoud y Morrison, 2008).

La genética de los individuos es otro de los factores biologicos
fundamentales que se deben tomar en cuenta para poder entender como se
desarrolla la obesidad, en la gran mayoria de los mamiferos, los genes no son la
causa directa de la obesidad sin embargo existe cierta predisposicion a su

padecimiento (Friedman, 2003; Neel, 1962; Speakman, 2004).

Control neuroendocrino de la regulacién del apetito y saciedad.

El cerebro procesa tanto sehales que provienen del exterior como un
conjunto grande de sefales internas. Estas senales transportan la informacion
sobre la presencia y el tipo de alimentos dentro del intestino, la cantidad de
combustibles que circulan en la sangre y del nivel de energia almacenada como

grasa (figura 2).

En el hipotalamo se encuentra el Nucleo Arqueado (ARC), que contiene
neuronas con neuropéptido Y (NPY) y la agouti related protein (AgRP), las

cuales son conductoras primarias en el manejo de la ingesta de alimento y
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estimulan el apetito. Una lesion aguda de las neuronas de NPY/AgRP en
animales adultos lleva a hipofagia y perdida del peso corporal (Gropp et al,
2005). Las neuronas en las que se localizan la pro- opio-melanocortina (POMC)
y el transcrito regulado por cocaina y metanfetamina (CART) disminuyen el
apetito. POMC es una proteina con un precursor grande que se procesa en una
variedad de productos mas pequefios, como la hormona estimulante de los alfa
melanocitos (a-MSH). Una infusién central del a-MSH o de su analogo estable |l
melanotan (MTIl) produce una marcada supresion de la ingestion de alimento,
mientras que la supresion genética de POMC da lugar a un fenotipo obeso
(Krude, et al, 1998; Yaswen et al, 1999). De esta manera neuronas de POMC
ejerce una influencia inhibitoria en la ingesta de alimento y sobre la regulacién
de la homeostasis energética. Un nuevo modelo sugiere que estas dos
poblaciones de neuronas ejercen los efectos de barrera sobre la alimentacién y
el metabolismo energético, lo cual implica una regulacién del peso corporal y

desarrollo de los adipositos en niveles normales (Morton et al, 2006).

En diversos tejidos, existen sefiales que informan del estado de la reserva
energética, como la insulina, procedente del pancreas, y la leptina, del tejido
adiposo. En situacion posprandial, ambos péptidos se liberan en la sangre y
cruzan la barrera hematoencefalica, al llegar al Nucleo Arqueado inhiben las
neuronas NPY/AGRP vy estimulan las POMC/CART, con lo que deja de
producirse el estimulo del hambre. En esta situacion también se liberan otros
péptidos anorexigénicos en el tracto gastrointestinal, como la colecistocinina

(CCK), el polipéptido pancreatico (PP), el polipéptido YY (PYY), el péptido
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semejante a glucagon (GLP-1) y la oxintomodulina, y se inhiben los péptidos
orexigenos, como la Ghrelina, de procedencia principalmente gastrica, para que
predomine el estimulo de las neuronas POMC/CART en el hipotalamo (Druce

MR et al, 2004)

Las dos poblaciones de neuronas en ARC del hipotalamo, son sensibles a
un numero importante de sefales que indican la disponibilidad total de los
combustibles que circulan en el plasma. Las neuronas que secretan ambos
péptidos NPY/AgRP y POMC, expresan receptores para leptina y son regulados
directamente por leptina. La selectiva supresion de los receptores del leptina
dentro de las neuronas de POMC resulta en un fenotipo obeso, aunque el efecto
sea mucho menos fuerte que la pérdida total de las neuronas POMC (Balthasar

et al, 2005).

Los niveles bajos de leptina estimulan la ingesta de alimento y la reduccion
del gasto energético, mientras que niveles elevados de leptina suprimen la
ingesta de alimento y estimulan el gasto energético. El mecanismo por el cual la
leptina regula estas neuronas implica cambios en la expresion de genes y
efectos en la membrana celular (Cowley et al, 2001; Schwartz et al, 1996;
Schwartz et al, 1997; Spanswick et al, 1997). La leptina también es dirigida a
otras vias intracelulares, una de las mas importantes es la de Phosphoinositol 3-
kinasa PI3K, esta via ha resultado sumamente importante debido a que la
pérdida de PI3K atenua la inhibicion inducida por leptina, de la ingesta de

alimento, la regulacion de la expresién del neuropéptido y del estimulo de la
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actividad de sistema nervioso simpatico (Morrison et al, 2005; Niswender et al,

2001; Rahmouni et al, 2003).

Las funciones comunes de la leptina y de la insulina son mediadas en parte
por la sefializacion traslapada de las vias activadas por estas hormonas. En
ambas se activa PI3K dentro de las neuronas hipotalamicas y requieren PI3K

intacto para suprimir la ingesta de alimento. (Niswender et al, 2001).

Desde ambos tipos de neuronas del ARC, emergen axones hacia otras
partes del hipotdlamo como el nucleo paraventricular (PVN), el hipétalamo lateral
(LH) y el area perifornical (PFA). Desde estas areas, emergen estimulos
eferentes por distintas vias que estan todavia por aclararse y que, pasan por el
nucleo del tracto solitario (NTS) y a través del nervio vago y del ganglio cervical
superior, ponen en marcha o inhiben estimulos secretores y mecanicos en el

tracto gastrointestinal, cerrando el circuito (fig. 2, Caixas, 2006).
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Fig. 2 Esquema de los mecanismos de regulacion del apetito. NPY: neuropéptido Y;
AGRP: agouti related protein; POMC: proopiomelanocortina; CART: cocaine and amphetamine-
regulated transcript; PYY: polipétido YY; PP: polipéptido pancreatico; CCK: colecistocinina; GLP-
1: glucagon-like peptide-1; OXM: oxintomodulina (tomado de Caixas, 2006).

Otras sefiales son recogidas de los tejidos periféricos por medios
hormonales, por ejemplo la Insulina, la cual es secretada por las células
pancreaticas, estas ademas producen amilina y tienen capacidades
glucosasensitivas, estas hormonas son secretadas en funcidn de la
disponibilidad de la glucosa. La insulina actua directamente en el hipotalamo y
otras areas del cerebro, y la amilina actua para disminuir la ingesta de alimento y

el vaciado gastrico (Lutz et al, 2001; Young , 2005). La Grelina es secretada en

18



la mucosa del estomago, estimula el apetito inhibiendo la actividad vagal
aferente. El receptor de Grelina se expresa cerca de un subconjunto de
neuronas aferentes vagales en los ganglios nodulares y regula la expresion de
otros receptores del péptido (Asakawa et al, 2001; Burdyga et al, 2006; Date et
al, 2002). El péptido semejante a glucagdén (Glucagon-like peptide-1 GLP-1) es
secretado por las células L en el yeyuno, es el producto del gene del
proglucagdn que también es expresado en las células del pancreas, participa en
la supresion del apetito (Barranco, et al 2004). El Peptido Tyrosina Tyrosina
(PYY) es un péptido producido en el ileon y el colon. Cuando el PYY se libera a
la circulacion, los primeros dos aminoacidos son separados rapidamente por
accion de una enzima, dando por resultado PYY;36 Este producto tiene
funciones dentro de la disminucién del apetito en respuesta a la ingesta de
alimento (Eberlein et al, 1989). El Glucagén es producido en el pancreas (GP)
este actua sinérgicamente con la CCK e inhibe el apetito causando efectos de
saciedad a través del estimulo de la produccion de glucosa hepatica (Barranco

et al, 2004).

En relacion al hipotalamo, existe un nuevo enfoque para entender la
sefalizacion intracelular y cuales son los caminos que sirven para integrar
sefales generadas por nutrientes, hormonas, y demas sefiales que informan al

cerebro sobre el entorno interno.
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Relacion entre obesidad y el reloj circadiano

El reloj circadiano comparte los mismos componentes moleculares en las
neuronas del NSQ y en los tejidos periféricos, tales como el higado, el intestino,
y la retina. EI NSQ, recibe la informacién de la luz a través de los ojos y
transmite esta informacion al resto del cuerpo para sincronizar la fisiologia al

ambiente (Ruiter et al, 2006).

La relacién entre la alimentacién, el metabolismo, y el tiempo circadiano
comenzo a ser de interés cuando se observo la mutacién de los genes de reloj
(clock, bmall) producian ratones con obesidad, hiperfagia y homeostasis
anormal de la glucosa (Rudic et al, 2004; Turek et al, 2005). Los componentes
del reloj regulan directamente genes que controlan el comportamiento y el
metabolismo, mientras que el metabolismo altera inversamente la expresion de
los genes del reloj. Esta relacion molecular reciproca se refleja en fisiologia y
comportamiento, pues la alimentacién tiene influencia sobre la fase del reloj y
resulta un elemento importante en el ajuste de ciertos ritmos circadianos, como
el de actividad locomotriz (Moynihan et al, 2007). También la disfuncién del reloj
circadiano esta asociada a menudo a enfermedades metabdlicas, tales como

obesidad, la Diabetes mellitus y la hipertensién.

Se ha visto que el reloj circadiano interviene en el control de la
transformacion de los alimentos y la homeostasis energética; ademas también
regula la expresién y/o la actividad de las enzimas implicadas en el uso del
colesterol, aminoacidos, lipidos, glucogeno y metabolismo de la glucosa. Asi

mismo, muchas hormonas tales como la insulina, el glucagon, la adiponectina, la
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leptina y la grelina, presentan oscilaciones circadianas. La arritmia circadiana
estd implicada en el desarrollo del cancer, del sindrome metabdlico y de la
obesidad. ElI metabolismo y la ingesta de comida también afectan al sistema
circadiano. La restriccidn de calorias ajusta la fase del NSQ, mientras que las
comidas sincronizadas ajustan los osciladores periféricos. Ademas, el estado
oxido-reduccion celular, dictado por el metabolismo del alimento, y varios
alimentos, y hormonas como la leptina e insulina, puede producir desfases en
los ritmos circadianos. La fraccion de transcripciones expresadas de forma
ciclica en cada uno de los tejidos periféricos se extiende en el 5% al 10% del
total la poblacion y la gran mayoria de estos genes son tejido-especificos (Froy,

2007).

Entre otras patologias provocadas por alteraciones de los genes reloj,
también incluyen la dislipidemia, a la resistencia de insulina y la predisposicion a
la ateroesclerosis. El receptor nuclear de Rev-erba desempefia un papel
importante en la sincronizacion apropiada del reloj. Rev-erbo, también regula el
metabolismo de los lipidos, la adipogenesis y la inflamacion vascular. Ademas
Rev-erbo, interactia con otros receptores nucleares implicados en homeostasis
de la energia. Por lo tanto Rev-erba puede servir como vértice de senales

metabdlicas y circadianas (Duez y Staels, 2008).

La funcion del sistema de control de la alimentacion esta modulada por
factores tales como los ritmos circadianos, el género, el ciclo reproductivo, y la
etapa relativa de vida util. La alimentacion esta intimamente relacionada al ciclo

suefo- vigilia a través del ritmo circadiano (Vanitallie, 2006). Hoy en dia es
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notorio que la actual forma de vida urbana trae consigo graves alteraciones
fisiologicas, desde el simple hecho de que disminuye la duracién del suefio y se
proporciona mas oportunidades de comer, la privacion relativa del sueio puede

favorecer el desarrollo de la obesidad a través de otros mecanismos.

Ill. ANTECEDENTES

Las enfermedades relacionadas con la obesidad son problemas de salud
de gran incidencia en el mundo industrializado y se consideran entre las
principales causas de mortalidad en nuestro pais. Actualmente el incremento en
la cantidad de personas obesas es un problema de salud de primera
importancia. Se estima que para el 2010, habra aproximadamente de 8 a 14
millones de personas mayores de 35 afos que padeceran esta condicion (Villa

et al, 2004).

La incidencia de obesidad en la poblacion mexicana para el 2001 fue de
1.8% en hombres y de 6.7% en mujeres entre 20 y 65 afios de edad (Sanchez et
al, 2001). Resulta muy interesante conocer nuevos modelos bioldgicos que
permitan un estudio comparativo de tan importante problema de salud dentro de

la poblacion mexicana.

Biologia de la especie, Neotomodon alstoni.

Neotomodon alstoni, comunmente llamado el ratdn de los volcanes, fue
descrito por primera vez en 1898 por Merriam. Este roedor se encuentra

clasificado actualmente dentro del orden Rodentia, familia Muridae y subfamilia
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Sigmodontinae (Chavez, 2005; Carmona-Castro, 2006); sin embargo su
clasificacion taxondémica ha sido discutida ampliamente debido a las
caracteristicas que comparte con el género Peromyscus (Villalpando et al,

2000).

El ratén de los volcanes es una especie endémica de México, habita
exclusivamente en el Eje Neovolcanico Transversal (Villalpando et al., 2000), se
ubica entre los 18° y 22° latitud Norte con un rango altitudinal que oscila entre
los 2,600 a 4,500 m sobre el nivel del mar (Luis et al, 2000). N.alstoni, habita al
Oeste del alto Rio Balsas (Rio Atoyac), en los Estados de Puebla, Tlaxcala,
Distrito Federal, Morelos y Michoacan (Davis y Follansbee, 1945). Su habitat se
compone principalmente por bosque mixto de pino y encino en las partes bajas;
y asociaciones de pino y abeto en las partes mas altas. Otro elemento
importante es la presencia en su sotobosque de gramineas amacolladas,
conocidas como zacatdén, este conjunto de elementos resulta en una
caracteristica primordial del habitat de esta especie, ya que es entre el zacatén

donde construye sus madrigueras.

Las caracteristicas fenotipicas de Neotomodon alstoni constan de un
pelaje con una coloracién variada dependiendo de la cada zona del cuerpo, en
general presenta tonos entre grises y negruzcos en la parte dorsal y
coloraciones mas claras hacia la zona ventral auque el color varia segun la
estacion del ano a café castafio opaco. En las hembras adultas el peso
promedio es de adultos presentan pesos promedios en las hembras adultas

tienen un peso promedio de 53.2 g y llegan a medir 21.12 cm de longitud total y
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11.89 cm de longitud corporal; los machos pueden pesar en promedio 48.2 g. y
llegan a medir 21.08 cm y 11.75 cm de longitud total y corporal, respectivamente
(Estrada, 1978). La especie se caracteriza por sus tamafio mediano y su cola
relativamente corta en comparacion a miembros del género Peromyscus

(Chavez, 2005).

N. alstoni presenta habitos nocturnos, tiene un inicio de actividad al
atardecer y termina cerca de la media noche, con un maximo entre las 8 y las 9
de la noche (Davis; Follansbee, 1945). Su dieta se basa principalmente en
plantas herbaceas, también consume algunos frutos como fresas y zarzamoras,
en la temporada de lluvias, granos y capulincillo a finales del afio; a su dieta se
pueden sumar algunos Artropodos asi como hormigas y larvas de lepidopteros.
Algunas investigaciones concluyen que las diferencias observadas en los
residuos estomacales de los ratones de las diferentes regiones, depende en
gran medida de variaciones ecoldgicas y estaciénales (Chavez, 2005; Alvarez et

al, en 1993).

La reproduccion de ésta especie se da tanto en condiciones naturales y
en cautiverio, se reproduce durante todo el afo, con una mayor tasa de
natalidad de abril a septiembre. Los ciclos estrales tienen una duracion promedio
de 4.5 dias y se presentan varias veces al afno. El periodo de gestacion varia
entre 25 a 35 dias y las camadas son de 3 crias en promedio. El periodo de
lactancia es de 20 a 30 dias. Algunos estudios muestran que puede tratarse de
una especie monogamica en la cual los machos exhiben cuidado parental (Luis

et al, 2000). La esperanza de vida en este ratén es de aproximadamente 5 afios.
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Neotomodon alstoni ha sido utilizado como modelo biolégico en
investigaciones de genética, estudios de morfometria, ecologia y aspectos
taxondmicos. Esta especie no se encuentra en peligro de extincion y su
distribucion es relativamente amplia. Existen poblaciones abundantes en areas
naturales protegidas como los parques nacionales Popo-lzta y Nevado de

Toluca (Chavez, 2005).

Estudios en el laboratorio han demostrado que puede ser un nuevo animal de
experimentacion, ya que exhibe una extraordinaria docilidad, facilidad de
adaptacion a las condiciones ordinarias de laboratorio, y una fertilidad vy
longevidad apreciablemente mas prolongadas al comparar éstas con las que
manifiestan otros roedores comunmente usados en el laboratorio (Granados vy
Hoth, 1989; Villapando et al, 2005; Fuentes-Granados, 2008). Por sus
caracteristicas en cautiverio, se ha propuesto a N alstoni como un modelo para
el estudio de la obesidad, esteatosis hepatica y sindrome metabdlico, ya que en
cautiverio, estos animales desarrollan un fenotipo obeso en un alto porcentaje,
(Carmona-Castro, 2006). Los ratones obesos de N alstoni, presentan una
concentracion sérica elevada de triglicéridos, lipomas y esteatosis hepatica, asi
como intolerancia a la glucosa y una hiperinsulnemia significativa durante la
hiperglucemia postpandrial. (Carmona-Castro, 2006). N. alstoni ha sido también
usado como un modelo para el estudio electroencefalografico del suefio (Ayala-
Guerrero, et al 1998). Estudios preliminares mostraron que los ratones obesos
que presentan, hiperleptinemia tienen también una estructura del ritmo de

actividad locomotriz irregular. Asimismo, los animales obesos presentan una
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estructura polifasica en los estados de vigilancia que sugieren sintomas
semejantes a los que existen en la somnolencia diurna observada en humanos
obesos. Estudiar las consecuencias que tiene la obesidad en distintas funciones
fisioloégicas reguladas circadicamente en un modelo natural como N alstoni,
puede ser de gran utilidad en el conocimiento de esta enfermedad y las distintas

aproximaciones para su tratamiento.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existe una relacion entre los mecanismos de regulacion del reloj
circadiano y el control del comportamiento de ingesta de alimento y del
metabolismo. Por una parte, hay evidencias de que ratones mutantes del gen
clock, son animales que desarrollan obesidad, (Williams y Schwartz, 2005; Turek
et al, 2005). La alteracion en el mecanismo molecular del reloj circadiano en
adipocitos, puede potenciar la acumulacién de grasa y en consecuencia conducir
a la obesidad (Bray y Young, 2005; Moinihan et al, 2007; Froy 2007; Zvonic et al,
2007).

En mamiferos obesos, se observan patrones irregulares de actividad y de
suefio que parecen indicar una falta de control del sistema circadiano. Diversas
hormonas tales como la leptina y la grelina, que participan en los mecanismos
de regulacion de la ingesta de alimento, tienen un efecto significativo sobre la
fase circadiana del NSQ el cual tiene una estrecha relacién con los nucleos
hipotaldmicos que participan en las funciones que regulan la ingesta de alimento
y la homeostasis energética a través del Nucleo Arcuato. Por lo anterior es
posible que desordenes alimentarios traigan consigo consecuencias que influyan

sobre la regulacién circadiana (Buijs et al 2006; Yanielli et al, 2007).

A partir de estas consideraciones resulta necesaria la busqueda de modelos
animales que permitan comprender mejor la relacion entre el reloj circadiano y la

obesidad.
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V. JUSTIFICACION

El reloj circadiano afecta el comportamiento y el metabolismo, mientras
gue éstos ultimos también afectan al primero. La alimentacion influye claramente
el tiempo circadiano, la ingestion de nutrientes (alimento) resulta un elemento
importante en el ajuste de ciertos ritmos, como el de actividad locomotriz.
(Moynihan et al, 2007). Se ha observado que la colonia del Ratén de los
Volcanes Neotomodon alstoni que existe en el Bioterio de la Facultad de
Ciencias presenta alta tendencia al desarrollo de obesidad, por lo que lo hace
ideal para estudiar las posibles diferencias en la estructura del ritmo de actividad

y la sincronizacion entre organismos normales y obesos.

VI. HIPOTESIS

Si la obesidad induce trastornos en el sistema de regulacion circadiana,
entonces las caracteristicas del ritmo de actividad locomotriz en condiciones
constantes y en condiciones de sincronizacion por avances y retrasos, seran

significativamente distintas entre los ratones obesos y los ratones normales.
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VII. OBJETIVOS
Objetivo general

Establecer las diferencias en las caracteristicas del ritmo circadiano de
actividad locomotriz entre animales adultos obesos y no obesos en el raton de

los volcanes Neotomodon alstoni.
Objetivos particulares.

- Establecer diferencias y semejanzas fundamentales entre ratones no obesos

y obesos en:
- Periodo y significancia del ritmo en libre curso en OO,

- Transitorios a un avance y a un retraso de fotoperiodo de 6 h, relacion de
fase con el zeitgeber después de los avances y los retrasos y periodo en
libre curso. Ademas se considera el promedio de actividad en fase

estable, acrofase y cociente del promedio de actividad en L/O
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VIIl. METODO.

Obtencién y cuidado de los animales.

Se utilizaron 27 animales, de los cuales fueron 7 hembras no obesas
(control), 8 hembras obesas (OB), 8 machos no obesos (control) y 4 machos

obesos (OB).

Las hembras OB fueron animales nacidos en del Bioterio de la Facultad
de Ciencias (BFC), mantenidas en jaulas individuales alimentados con

nutricubos (Rodent Lab Chao) ad libitum y solucién de sacarosa al 30%.

Las hembras y los machos control fueron animales capturados en campo
en colectas realizadas entre los kilobmetros 40 45 de la carretera federal a
Cuernavaca Mor. cerca al poblado de Parres ubicada al sur de la ciudad de
México. Para la colecta se utilizaron trampas Sherman para roedores pequefios
y hojuelas de avena como cebo, las trampas fueron colocadas por la tarde y
recogidas a la mafana siguiente. Los animales colectados fueron llevados de
inmediato al BFC donde fueron desparasitados, sexados y mantenidos en
aclimatacién bajo las condiciones del BFC con temperatura entre 18-22°C y ciclo
L/O 12:12. Los machos obesos fueron obtenidos de las colectas en campo y
durante el periodo de aclimatacion de meses recibieron alimento ad libitum y una

solucién de sacarosa al 30%.
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Seleccion de animales y mantenimiento durante el registro de actividad.

La seleccidn de los sujetos experimentales para el proyecto fue con base
al peso, las hembras control, con un peso inicial entre 46-52g y los machos
control con un peso inicial entre 45-49g; las hembras OB con un peso inicial
mayor a los 67g y los machos OB con un peso mayor a los 60g, este parametro
fue tomado con respecto a los pesos promedios que presenta esta especie en

vida silvestre.

Durante el registro de actividad locomotriz cada individuo fue mantenido en una
caja individual, las hembras OB se mantuvieron en acuarios de vidrio de 30cm X
18cm x 20cm con base de maya, mientras que el registro para los machos y
hembras control se mantuvieron en cajas de acrilico de las siguientes
dimensiones en la base inferior 28cm x 18.5cm en la base superior 23.5cm X
33.5cm con altura de 15.5cm, cada caja contd con una cama de viruta de

madera de un espesor aproximado a un centimetro (Fig 3).

Piso cerrado con cama

Base de maya de viruta de madera

Barras de b TR
sensores Barras de

sensores
ACUARIO . CAJAS DE ACRILICO

/” AT AT,
LTS

Figura 3. Se muestran los dos tipos de cajas donde se llevaron a cabo os registros de actividad.
Las barras oscuras indican la posicién de la fila de sensores infrarrojos.
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Los animales control recibieron alimento (nutricubos) controlado a 8g por
dia y agua natural ad libitum, el mantenimiento de aseo, recambio de agua y
alimento se realizaba una vez cada semana cuando menos tratando de

interrumpir lo menos posible el registro.

Los animales obesos recibieron alimento y solucion de sacarosa al 30%
ad libitum. Esta solucién se recambiaba cada 3er dia para evitar que los
organismos consumieran agua fermentada, el mantenimiento de aseo y
recambio de alimento se realizaba una vez cada semana para interrumpir lo

menos posible el registro.

Registro de actividad.

Se utilizaron 2 gavetas de madera de 140 x 85 x 40 cada una cuenta con
4 divisiones las cuales mantienen condiciones de iluminacion y extraccién de
aire independiente como se muestra en la Figura 4. Se colocaron dos animales
de manera individual cada uno en su respectivo acuario o caja de acrilico
equipado con un sistema de sensores infrarrojos que consta de un par de barras
gue se colocan de manera paralela en los costados de las cajas o acuarios y
gue envian una sefal cada ocasion que el animal interrumpe, debido a su
desplazamiento en piso, esta sefial es recogida y capturada por una
computadora de escritorio que guarda estas sefiales cada 10 min. El sistema de
registro fue disefiado en el laboratorio y desarrollado por el ing., Fernando

Salinas de la URIDES, Facultad de Psicologia, la captura de datos y control del
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sistema de registro fue hecho mediante el programa ACTIBIO, también disefiado

en la Facultad de Psicologia para fines especificos de este tipo de registro.

Venilador
Interruptor
de luz ——————— G
—_— ; e I EELamparadeluz
o A s _ blanca
; ; .
L —" }
—
I D
/ a ol =
Y
m [ Timer

Fig. 4 Sistema de registro y gabinete donde se contuvieron de manera independiente cada uno
de los organismos usados en este trabajo. Se muestra que el contenedor principal, tiene cuatro
camaras con capacidad de dos cajas de registro cada una. Cada gabinete cuenta con
iluminacién y ventilacién independientes.

Protocolo Experimental.

La Figura 5 muestra un diagrama de flujo basico para este protocolo. El
registro consta de 3 cambios, 2 de cambio de horario dando lugar al avance y al
retraso y el tercero para mantener a los animales en oscuridad constante, los
animales son pesados y mantenidos en un fotoperiodo L/O 12:12 durante 15
dias aproximadamente, posteriormente se realiza un avance de fase de 6 horas
manteniendo el fotoperiodo L/O 12:12. El dia que se programa el cambio los
animales son pesados por segunda ocasion, este horario se mantiene durante
15 dias mas, luego se hace un nuevo ajuste ahora en sentido de retraso por seis

horas, se pesa por tercera ocasién a los animales y se mantienen en este
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fotoperiodo L/O 12:12 por 15 dias mas. Una vez finalizado este ultimo periodo,
los animales son pesados por cuarta y Ultima ocasion y se mantienen en
condiciones de oscuridad constante (con luz roja tenue de aproximadamente 2
Ix, (la cual que no modifica el periodo del ritmo enddégeno de los animales debido
a su baja intensidad). por un periodo de 15 dias. Los tiempos utilizados en cada
cambio son aproximados debido a que se ajustan de acuerdo con lo observado

mediante los datos que arroja el registro en curso.

~ ' I
Fotoperiodo Fotoperiodo
L/O L/io
12:12 H 12:12
De 06:00 a De 00:00 a
18:00 12:00
Inicial Avance

- f A
Fotoperiodo
L/iO
Oscuridad 12:12
Constante De 06:00 a
18:00
| Retraso

Fig. 5 Diagrama del protocolo experimental.

Analisis de datos

Los datos colectados durante todo el registro, fueron procesados por el
programa DISPAC (IFC UNAM) y ACTIVIEW (Minimitter, CA, USA) mediante los
cuales se obtuvieron actogramas dobles (de esta forma se facilita el andlisis
visual de los datos) para llevar el monitoreo y el control de la sincronizacién de

los animales.
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Se obtuvieron ademds, periodogramas y curvas de actividad promedio para
cada individuo en cada uno de los cambios de horarios durante el experimento
en base a esto se realizaron los calculos de las siguientes variables: promedio
de actividad total, promedio de actividad en la escotofase y fotofase, el valor de
la acrofase, y el valor del periodo.

La relacion de fase y el nimero de transitorios se calculd visualmente, a
partir de los actogramas y periodogragramas impresos. Para ello se utilizé tanto
el inicio como el fin de actividad, con el fin de evitar los efectos positivo y
negativo de enmascaramiento sobre la conducta locomotriz.

La matriz de datos se elabor6 con el programa Excel y las pruebas
estadisticas se realizaron con el programa Statistica, se aplicaron pruebas de

significancia de T para variables independientes.
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IX. RESULTADOS.

Registro crénico de actividad locomotriz en piso y respuesta al

fotoperiodo.

En la figura 6 se muestra un Actograma de doble grafica que muestra la
estructura del ritmo de actividad locomotriz que es caracteristica de los machos
control. Se puede notar la respuesta que este grupo tuvo tanto al avance como
al retraso de fase, asi mismo las caracteristicas del ritmo en libre curso. A la
derecha del actograma se encuentra la curva de actividad promedio en fase
estable para cada uno de los segmentos (inicial, avance, retraso y oscuridad).
Los animales fueron sometidos a un fotoperiodo 12:12, el cual se mantuvo tanto
en el avance como en el retraso, la figura 6A muestra en los primeros dias como
la sincronizacion a este fotoperiodo se da con facilidad. La actividad es
principalmente nocturna aunque se observa que existe actividad dispersa en la
fase diurna. Cuando se realiza el avance de fotoperiodo, el animal modifica tanto
la amplitud y duracién de lo que podemos reconocer como a Yy es claro como la
duracion de alfa disminuye considerablemente durante los primeros dias
transitorios y conforme va alcanzando la sincronizacion la duracién de alfa se
restablece; durante el retraso no ocurre el acortamiento de alfa ademas de que
si observamos el Actograma para el inicio de actividad no hay dias transitorios
de ajuste, sin embrago es posible observarlos en el fin de la actividad; este

grupo de animales les toma mas tiempo la sincronizacion por avances que por
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retrasos. El ritmo en libre curso se observa con un periodo promedio de 23.6 +

0.14 h.
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Figura 6. Se muestra en A un Actograma de doble gréafica que representa la actividad locomotriz
en piso promedio de un grupo de ratén de los volcanes machos que sirvi6 como control
experimental. La barra superior indica las fases de luz(seccién blanca) y oscuridad (seccion
oscura) en el horario inicial del protocolo , los nimeros a la izquierda sefialan los dias de
duracién del registro y las flechas indican la fecha en la que se realizaron los cambios de horario
durante el protocolo. A la derecha B, C, D y E son las respectivas curvas de actividad promedio
correspondientes a cada cambio durante el protocolo. la actividad principal se da en la fase
oscura y es claro como se da un acortamiento en la duracién de a en los dia de transicion al
ajuste del avance.
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En la figura 7 se observa la actividad correspondiente a un macho OB
representativo de este grupo, se puede ver como la mayor actividad se da en la
escotofase durante todo el protocolo, sin embargo se debe resaltar que la
actividad en este grupo se encuentra notablemente dispersa, no obstante la
mayor parte de la actividad se encuentra en la escotofase, ademéas de que se
presentan segmentos cortos de actividad muy intensa durante o. Se pueden
observar 10 dias de transicion de inicio de actividad para ajustar al avance y solo
6 para ajustar a el retraso, a este grupo el ajuste al avance tomé mas dias de
transicion. Durante la fase de libre curso muestra un ritmo muy marcado donde
presenta un periodo promedio de 24.13 + 0.06h; sin embargo la actividad que se

observa durante todo el ciclo es constante.
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Figura 7. Se muestra en A un Actograma de doble gréafica que representa la actividad locomotriz
en piso promedio de un grupo de ratén de los volcanes macho OB. La barra superior indica las
fases de luz(seccién blanca) y oscuridad (seccién oscura) en el horario inicial del protocolo los
nameros a la izquierda sefialan los dias de duracion del registro y las flechas indican la fecha en
la que se realizaron los cambios de horario durante el protocolo. A la derecha B, C, Dy E son
las respectivas curvas de actividad promedio correspondientes a cada cambio durante el
protocolo.
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En la figura 8 se observa un actograma que corresponde a una hembra
control que muestra el promedio de este grupo, es posible observar que el
animal se sincronizé rapidamente al fotoperiodo establecido, sin embargo,
durante cada cambio es posible observar como se da una disminucién en la
duracion de alfa el los dias de transicion y en cuanto sincroniza restablece su
duracion. Si observamos tanto el actograma como las curvas promedio
correspondientes podemos observar como la actividad se encuentra
principalmente en la escotofase y aunque es posible observar actividad en la
fotofase esta es minima. Es posible observar también como a este grupo de

animales les toma mas tiempo la sincronizacion por avances que por retrasos.

La actividad durante el libre curso, en este caso se observa un ejemplo de cémo

las hembras control mostraron periodos en promedio de 23.95 + 0.13h .
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Figura 8. Se muestra en A un actograma de doble grafica que representa la actividad locomotriz
de un ratén hembra control. La barra blanca superior indica las fases de luz y oscuridad
(seccidn oscura) en el protocolo inicial, los nimeros a la izquierda sefialan los dias de duracién
del registro y las flechas indican la fecha en la que se realizaron los cambios de horario durante
el protocolo. A la derecha B, C, D y E son las respectivas curvas de actividad promedio
correspondientes a la fase estable después de cada cambio del protocolo. Claramente se nota
como la duracidn de a disminuye en la fase de transicion de ajuste al avance.

En las figuras 9 y 10 se da una muestra de la variabilidad que se pudo
observar en las hembras OB, la figura 9A y las curvas promedio (9B, 9C, 9D y
9D) muestran lo complicado que es identificar una fase de mayor actividad o

inclusive de inicio, es posible notar que hay un ligero aumento de actividad hacia
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el final de la fotofase e inicio de la escotofase; sin embargo, no es tan marcado
como en los otros grupos, se pueden reconocer también las fases estables y
como le cuesta trabajo sincronizar tanto por avances como por retrasos; durante
la fase de libre curso es muy notorio como la actividad disminuye de manera
considerable y el periodo que muestra este organismos es en promedio de 25.33

+0.9h .

En la figura 10 se observa otro caso de hembra OB es posible observar
en el Actograma como en las curvas promedio que hay actividad considerable
tanto en luz como en oscuridad, sin embargo se observa un ritmo muy limpio
gue muestra un organismo nocturno completamente, durante la primera fase del
protocolo es posible observar como la mayor actividad tiende hacia el inicio de la
escotofase encontrando no solo en esta fase sino durante todo el protocolo un
periodo de actividad muy intenso en esta zona. Se puede observar también
como a este organismo le cuesta menos trabajo sincronizar por retrasos que por

avances.

Durante la fase de libre curso se puede observar un ritmo muy limpio
ligeramente mayor a 24 horas, sin embargo, es notorio como la actividad total

disminuye durante esta Ultima fase para ambos casos presentados.
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Figura 9. Se muestra en A un actograma de raton hembra OB. La barra superior indica las el
cilco LO inicial del protocolo , los nimeros a la izquierda sefialan los dias de duracion del registro
y las flechas indican la fecha en la que se realizaron los cambios de horario durante el protocolo.
A la derecha B, C, D y E son las respectivas curvas de actividad promedio en fase estable.
Nétese como la actividad se encentra repartida a lo largo de todo el ciclo y el ritmo es poco
claro.
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Figura 10. Se muestra en A un actograma de un ratébn hembras OB. A la derecha B, C, Dy E
son las respectivas curvas de actividad promedio correspondientes a cada cambio durante el
protocolo. En comparacion con Fig 9. la fase principal de actividad es mucho mas clara sin
embargo es muy notorio como hay actividad durante todo el ciclo.
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Relaciones de actividad

En la figura 11 se presentan tres graficas donde se muestra en cada una
un comparativo de la actividad locomotriz (bins por 10 minutos) para cada una
de las condiciones experimentales en cada fase del protocolo. En la grafica se
compara la actividad promedio durante la fase diurna o nocturna segun el
fotoperiodo. Los datos son tomados de al menos cinco dias del ritmo en fase

estable con el ciclo LO.

Se observa como los machos control mantienen la mayor parte de la
actividad en la escotofase no asi para los machos obesos que durante la primera
parte del protocolo la mayor actividad se encuentra en la fotofase. Después de
tanto el avance como el retraso, la actividad total se reparte en ambas fases
guedando ligeramente mayor para la oscuridad. Para el caso de las hembras
control, el patrén de actividad es similar a los machos control que presentan
mayor actividad durante la escotofase y mantienen ésta tendencia durante todo
el protocolo, para las hembras OB es posible observar como la actividad estas
ligeramente cargada hacia la escotofase sin embargo se nota una marcada
reduccion de la actividad total conforme avanza el protocolo ademas de que

tiende a repatrtir la actividad en ambas fases.
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Fig. 11 Promedio de actividad en Luz y en Oscuridad para cada una de las condiciones en los
distintos cambios del protocolo experimental. Las letras minUsculas colocadas sobre las barras
indican que son significativamente diferentes, con una P= 0.05. MC= machos control, MO=
machos OB, HC= hembras control, HO= hembras OB. prm L= promedio de actividad en luz.
prmO= promedio de actividad en oscuridad.
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En la figura 12. El andlisis de la actividad promedio total entre machos
controles y machos OB, indica que los machos controles presentan actividad
mayor a los machos OB, existen diferencias significativas entre la actividad

promedio de la fase de avance.

En las hembras no es posible distinguir diferencias tan marcadas, las hembras
control presentan menor actividad durante la fase inicial y el avance sin embargo
es notable como la actividad va aumentando después de cada cambio y para la
fase de retraso y libre curso la actividad aumenta considerable mente existiendo

diferencias significativas entre el control y los obesos.
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Figura 12 Promedio de actividad total en cada uno de los cambios del protocolo + el error
estandar, Las diferencias significativas estan marcadas con letras mindsculas colocadas sobre
las barras, con una p= 0.05. MC=machos control, MO= machos OB, HC= hembras control, HO=
hembras OB. Act 1=actividad en fase inicial, act-AV= actividad en fase del avance, act-RE=
actividad en fase del retraso, act-OO= actividad en oscuridad constante.

En la figura 13 se muestra el valor del periodo en libre curso OO para
cada una de las condiciones experimentales. Los machos controles presentan

periodos con valor menor a 24h mientras que los machos OB presentan
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periodos con valor mayor a 24h, encontrando diferencias significativas entre
estos grupos. En el caso de las hembras control también los valores son
cercanos a 24h, sin embargo, las hembras OB presentan periodos largos 25.43
+ 0.7. Ademas de que la variabilidad que existe en este grupo en cuanto a
periodo es mayor que en los otros grupos. Para los valores de periodo obtenidos
mediante Dispac en machos OB el 66% del ritmo en libre curso fue significativo,
mientras que en todos los controles (100%) fue significativo. En las hembras OB

37% fue significativo y las hembras control 66% fue significativo.
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Figura 13. Valor del periodo en libre curso OO = el error estandar representado por el asterisco
sobre la barra horizontal MO/MN con una p = 0.05. MC=machos control, MO= machos OB, HC=
hembras control, HO= hembras OB
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En la figura 14 se presenta una comparacion del promedio de actividad
total durante el ritmo en libre curso entre cada grupo de animales, es posible
observar como ambos controles presentan mayor actividad que los animales en
condicién de obesidad, se encuentran diferencias significativas entre la actividad

de las hembras control con respecto a las obesas
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Fig. 14 Valor del Promedio de actividad en libre curso OO = el error estandar representado por el
asterisco sobre la barra horizontal HO/HN con valor de p =0.05. MC=machos control, MO=
machos OB, HC= hembras control, HO= hembras OB
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Comparacion de larespuesta de ajuste ante el avance y el retraso de fase

En la figura 15 se puede observar el numero de ciclos transitorios al

avance de 6 h y al retraso de 6h después de sincronizacion estable.

En general a las hembras controles les tomé mas tiempo ajustarse al
cambio por medio de avances que retrasos, sin embargo el numero de dias
transitorios fue menor en las hembras control para ajustarse al retrasos
mientras que las hembras OB presentan en general mas facilidad para ajustar
por avances ya que durante el ajuste al retraso la variacién de dias de transicién

fue muy grande.

En los machos en ambos grupos el nimero de transitorios para ajustar al
avance fue mayor que el ajuste al retraso, existen diferencias significativas que

muestran que los machos OB tardan mas para lograr la sincronizacion.
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Figura 15. Nimero de transitorios para el ajuste por avance y retrasos + el error estandar. Las
diferencias significativas estdn marcadas con letras mindsculas colocadas sobre las barras, con
una p= 0.05. MC=machos control, MO= machos OB, HC= hembras control, HO= hembras OB
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X. DISCUSION.

La condiciéon de obesidad representa una serie de cambios en distintos
niveles de organizacion, podemos hablar de cambios fisiolégicos tales como
variaciones a niveles hormonales que aunadas a condiciones ambientales como
la disponibilidad del alimento que se consume, la cantidad y tipo de actividad
gue se realiza podrian mostrar diferencias conductuales importantes que ayuden
al estudio de la obesidad como una patologia y como esta modifica o afecta las

caracteristicas del ritmo de actividad locomotriz.

Durante el presente trabajo, se realizaron registros de actividad locomotriz
del ratén de los volcanes. Los registros obtenidos corresponden a actividad
locomotriz libre, es importante mencionar que se evito el uso de la rueda debido
a que su uso provocaria una disminucién en el peso de los animales obesos y se

homogenizo el registro tanto para los grupos control como para los obesos.

En trabajos anteriores en que se analizaron registros de actividad
locomotriz en N alstoni, se observd que los registros con rueda de actividad
muestran un ritmo circadiano conspicuo y muestran, con claridad las, fases del
inicio y términos actividad (a) y la fase de reposo (p), (Samario Roman, 2008).
Mientras que en registros de actividad sin rueda es posible observar brotes
dispersos de actividad en la que corresponderia a la fase de reposo, este dato
resulta de gran utilidad ya que es posible notar algunas diferencias en distintos

fotoperiodos (Fuentes-Granados, 2008).

Debido a que en las condiciones de registro usadas resulta dificil

determinar el inicio y término exacto de actividad, los parametros de a y p no se
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cuantificaron, sin embargo, se utilizaron los valores de promedio de actividad
locomotriz en fotofase y escotofase, asi como el promedio total de actividad

total.

Los actogramas obtenidos muestran diferencias importantes entre
organismos del grupo OB y los del grupo control. El grupo control muestra en
general una mayor facilidad para ajustarse al fotoperiodo tanto para avances
como para retrasos del ciclo, mientras que a los OB les toma de inicio méas
tiempo el ajuste. Esta diferencia da lugar a la interpretacion que la condicion de
sobrepeso que tiene el grupo OB podria influir sobre la capacidad de
sincronizacion que sucede en otras especies de ratones en los que se ha
demostrado que la obesidad debido a una dieta rica en grasas, afecta la

capacidad de sincronizacion (Mendoza et al, 2008).

Las figuras 7 y 9, En que se muestran actogramas representativos de los
grupos de machos y hembras control respectivamente. En estos es posible ver
como al ajuste de avance, los animales muestran una tendencia de acortar la
duracion de la fase activa durante los dias de transicion restableciéndola cuando

han alcanzado la sincronizacion.

Cuando comparamos el grupo de machos control contra el grupo de
machos OB, se observan diferencias tanto en los actogramas como en las
curvas de actividad promedio. Particularmente la mayor actividad se concentra
durante la escotofase encontrando alguna actividad dispersa durante la fotofase;
sin embargo, para los machos OB se parece repartir esta actividad durante

ambas.
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Es poco frecuente capturar animales obesos en campo, el desarrollo de
obesidad en esta especie parece ser un factor desarrollado por las condiciones
en cautiverio (Carmona, 2006), los ratones obesos en vida libre estarian
comprometidos en cuanto a la eficiencia para obtener alimento, debido a la
competencia con animales que presentan mayor actividad; sin embargo la
variabilidad en la cantidad de actividad que muestran en la fase diurna
disminuiria la competencia ya que ocupan un nicho temporal distinto al de
organismos normales, aunque los dejaria expuestos a depredadores diurnos. La
obesidad entonces representa una desventaja para los organismos que la

desarrollan, en cuanto a sus interacciones ecoldgicas.

El caso de las hembras control es semejante con respecto a los machos
control, sin embargo, el caso de las hembras OB es un caso particular con
respecto a los otros grupos ya que este presenta una gran variacion con
respecto a los resultados obtenidos, las figuras 9 y 10 son muestra de ello, en
este grupo encontramos organismos que Sse mantuvieron con un ritmo
completamente dividido mostrando actividad importante durante todo el ciclo
mientras que otros mostraron ritmos muy limpios con una actividad principal

hacia el final de la fotofase e inicio de la escotofase.

En cuanto los transitorios de ajuste al avance y al retraso los machos
presentan mayor facilidad al ajuste por retrasos que por avances, sin embargo,
los machos OB presentan de manera significativa mas dificultad al ajuste por
avances y el ajuste més facil por retrasos, en cuanto a las hembras control estas

muestran mayor facilidad al ajuste por avance que por retrasos, para las
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hembras OB se da una situacion particular ajustan mas rapido por avances en
comparacién con el control de manera significativa, sin embargo, en el ajuste por
retraso la variacion es tal que no es posible establecer una tendencia, ya que
hay organismos que lo hacen en un par de dias, mientras que otros no alcanzan
a sincronizar durante toda la fase, las hembras OB en comparacion con los
machos OB ajustan significativamente mas rapido por avances. A la fecha, no
hay suficientes evidencias que indiquen el por qué de esta diferencia de género,
sin embargo, se sabe que el ciclo estral puede influir tanto en la estructura del

suefio como en la del ritmo de actividad (Basterfield et al, 2009).

Algunas teorias postulan que para la medicion del fotoperiodo, en los
roedores nocturnos existen dos osciladores circadianos separados, pero
mutuamente acoplados, que generan los ritmos conductuales: un oscilador de
tarde vinculado con el inicio de la actividad y que se sincroniza con el atardecer,
y un oscilador de mafiana relacionado con el término de la actividad y que
sincroniza con el amanecer (Pittendrigh y Daan, 1976). La relacidén de fase entre
estos osciladores codifica la longitud del dia y cambia la banda de actividad
(Inagaki, et al, 2007). El ratén de los volcanes es un roedor nocturno con lo cual
esperariamos entonces, que tuviera un comportamiento de acuerdo a estas
suposiciones de tal forma que los transitorios que se observan en los
actogramas podrian ser resultado del reajuste de fases entre estos dos
osciladores. Los ciclos transitorios a un ajuste de fotoperiodo también
representan la forma en que el NSQ, son capaces de corregir la fase de los

osciladores periféricos (Yamazaki et al, 2000). Al grupo de alteraciones que se
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producen en este ajuste interno de fases se le conoce como Jet Lag

(Waterhouse J. et al 2004)

Respecto a los valores del periodo del ritmo en libre curso, es importante
mencionar que los organismos control presentaron periodos menores a 24h
mientras que los organismos OB presentan periodos mayores a 24h (24.8 + 0.63
h), con diferencias significativas, las hembras OB fueron las que presentan los
periodos de ritmo mas largos (25.43 = 0.7 h). Lo anterior parece estar
relacionado con la deficiencia en el ajuste a los avances o retrasos de horario,
aunque se esperaria que por los valores de periodo, los retrasos en el

fotoperiodo fueran favorecidos por periodos endégenos largos.

El presente trabajo arroja datos sobre las diferencias entre las respuestas
conductuales en los ajustes a cambios de fotoperiodo y estructura en el ritmo de
actividad entre ratones machos y hembras asi como entre las condiciones de
obesidad y peso normal. Es importante resaltar que los datos obtenidos en este
trabajo reflejan la importancia de la especie para estudios sobre las

consecuencias fisiologicas de la obesidad sobre los ritmos circadianos.

55



Xl. CONCLUSIONES

VI.

En el raton de los volcanes Neotomodon alstoni la condicién de
obesidad afecta la capacidad de sincronizaciéon de estos animales, el
género influye de manera importante viéndose mas afectadas las

hembras.

La actividad que presenta el raton de los volcanes Neotomodon
alstoni se observa de manera concentrada en la escotofase
presentando un comportamiento nocturno, mientras que los animales
obesos no concentran su actividad en la fase oscura repartiendo su
actividad total durante todo el ciclo y concentrando la mayor actividad

durante el final de la fase luminosa y principio de la fase oscura.

Los animales OB machos y hembras presentan una disminucion total

de actividad y presentan periodos mayores a 24h.

Los animales no OB reducen la duracion de a en los dias transitorios

para ajustar por avance.

Los machos no OB, machos OB y hembras no-OB presentan la
caracteristica de ajustar mas rapido al retraso que al avance, mientras
gue las hembras OB presentan gran dificultad al ajuste al retraso y
mayor facilidad de ajuste del avance en comparacion con las hembras

no OB y machos OB.

El ratén de los volcanes Neotomodon alstoni es un buen modelo para

el estudio de la obesidad desde el plano de los ritmos circadianos.
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