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I. ESTRUCTURA DE LA TESIS

Esta tesis doctoral se encuentra organizada en 4 capitulos.

En el capitulo 1: Obesidad y su relaciéon con el sistema circadiano se realiza una
descripcion de las principales causas que generan obesidad. Por otra parte, se explican las
propiedades de las oscilaciones circadianas, asi como del sistema fisiolégico encargado de
generar los ritmos en mamiferos (sistema circadiano). Posteriormente, se plantea la relacién
bilateral entre los procesos metabdlicos y el sistema circadiano y como alteraciones en
cualquiera de estos, pueden llevar al desarrollo de un fenotipo obeso. Finalmente se habla
sobre las la caracteristicas que han llevado a proponer al Neotomodon alstoni como un modelo de

obesidad.

Los Capitulos 2 y 3 estan enfocados al desarrollo experimental de este trabajo. En cada
uno de ellos se puntualiza la informacién tedrica que respalda los experimentos; asi como, la
hipétesis, objetivos, métodos utilizados. Finalmente, se da una descripcion y discusion de los

resultados obtenidos.

De manera particular el capitulo 2: Efectos de la obesidad sobre el ritmo circadiano
de actividad locomotriz trata temas como el caracter endégeno de los ritmos biolégicos y la
capacidad de ajustarse a sefiales ambientales ciclicas (sincronizacién).Asi como, las alteraciones
de estas dos caracteristicas en diversos modelos de obesidad. Este capitulo, contiene la parte
experimental que corresponde a las alteraciones que animales obesos de la especie Neotomodon
alstoni presentan en el ritmo circadiano de actividad locomotriz y en la capacidad de ajustarse a

los ciclos de luz-oscuridad.

Por su parte, el capitulo 3: Efectos de la obesidad sobre la capacidad de
sincronizaciéon no paramétrica a la luz, habla sobre los modelos de sincronizacién. En
particular se abordan las caracteristicas de la curva de respuesta de fase (CRF), la forma en la
que los mamiferos perciben la luz y las cascadas de sefializacién intracelular que llevan a un
cambio en la expresién de los genes involucrados en generar la ritmicidad circadiana. Asi, el
capitulo 3 contiene la parte experimental que corresponde a los efectos de la obesidad en N.

alstons, sobre la capacidad de los ritmos de actividad locomotriz para responder a un pulso de



luz y los efectos sobre la fotoinducciéon en la expresion de la proteina c-Fos en el nucleo

supraquiasmatico (NSQ).

Finalmente el capitulo 4: Conclusiones generales, presenta las conclusiones a las que se
llego durante este proyecto de investigacion, asi como un panorama general de los temas que

quedan por abordar.



II. RESUMEN

La obesidad es uno de los principales problemas de salud que enfrenta la humanidad y
un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, sindrome metabdlico
(SM) y diabetes mellitus tipo 2. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
en 2008 existian aproximadamente 1500 millones de adultos con sobrepeso. En la actualidad,
el problema de obesidad se ha incrementado como resultado de una alta disponibilidad de

alimentos ricos en carbohidratos y grasas, asi como una disminucién en la actividad fisica.

Recientemente se ha demostrado que la obesidad puede afectar el funcionamiento del
sistema circadiano. En este sentido el ratén de los volcanes, Neotomodon alstoni, es una especie
interesante ya que presenta ritmos circadianos de actividad locomotriz claros, sin necesidad del
uso de rueda de actividad. Ademas, bajo condiciones de cautiverio (en confinamiento y dieta
estandar), el 60% de los individuos silvestres desarrolla obesidad y sintomas relacionados con
el SM como hiperleptinemia e hiperinsulinemia. Por lo anterior, N. alstoni puede ser un buen

modelo para estudiar la relacion entre la obesidad y sus efectos en el sistema circadiano.

Asi, el objetivo de este trabajo fue conocer los efectos de la obesidad sobre los ritmos
de actividad locomotriz y sobre la capacidad del sistema circadiano para responder a sefiales

ambientales como la luz, en la especie N. alstoni.

Los resultados muestran que el ritmo de actividad locomotriz en animales obesos
presenta menor actividad durante la fase de oscuridad y un alargamiento del periodo endégeno
en condiciones de oscuridad constante. Ademas, la obesidad conlleva una reduccién en la
magnitud de los retrasos y un aumento en los avances de fase del ritmo de actividad, ante un
estimulo luminoso. Sin embargo, las alteraciones en la sensibilidad a la luz en animales obesos
no se relacionaron con cambios en la fotoinduccién de la proteina c-Fos en el nucleo
supraquiasmatico (NSQ), lo que nos lleva a suponer que la via de entrada a luz se encuentra
funcionando correctamente y que son otros mecanismos los que en el estado de obesidad
cambian la respuesta del sistema circadiano a la luz. Estudios preliminares muestran una
reduccién en la expresion del receptor VPAC2 (receptor tipo 2 de VIP -péptido intestinal
vasoactivo- y PACAP -péptido activador de la adenilato ciclasa-) en el NSQ, el cual participa

en el acoplamiento entre las neuronas del NSQ y puede modular los cambios de fase inducidos



por luz; por lo que la obesidad en N. alstoni podtia estar afectando un mecanismo de

modulacion neuronal en esta estructura.

Podemos concluir que la condicién de obesidad en N. alstoni, afecta los ritmos
circadianos de actividad locomotriz y su capacidad de responder a la luz, que es una de las
seflales ambientales ciclicas mas importantes, ademas evidencias como una mayor frecuencia
de periodos largos, el cambio de la respuesta a pulsos de luz en direcciones diferentes
dependiendo del tiempo de aplicacién del estimulo, asi como los datos preliminares que
indican una disminucién en la expresion del receptor VPAC2, nos llevan a proponer que la

obesidad puede alterar los mecanismos de acoplamiento entre las células del NSQ.



III. ABSTRACT

Obesity has become one of the major health risks for the human population. Multiple
metabolic abnormalities that contribute to cardiovascular disease, metabolic syndrome (MS)
and diabetes mellitus are induced by obesity. In 2008 the World Health Organization (WHO)
reported that 1.5 billion adults were overweight due to a high availability of high energy food

supplies and a reduction of physical activity.

Recent studies have linked changes in circadian regulation with the generation of
obesity. The volcano mice Neotomodon alstoni has been used as model of circadian rhythms due
to their clear locomotor activity in a non-wheel running environment. When kept in captivity,
60% of the volcano mice show an increase in bodyweight and signs of metabolic syndrome,
such as hyperleptinemia and hyperinsulinemia, even when fed regular rodent chow. These
features make the volcano mice a good model for studying the relationship between circadian

clocks and metabolic disorders.

The aim of the present work was to explore the changes in the free running circadian
rhythm of locomotor activity and the phase response of the circadian system to light pulses, in

overweight N. alstoni mice.

Our results indicate that the obese mice have a reduction in their nocturnal activity
and an enlargement of the free-running period. Obese mice also showed alterations in photic
resetting, as shorter delays and larger advances in the phase-response curve of circadian
locomotor activity. These changes did not correlate with changes in the photic induction of the
c-Fos protein in the suprachiasmatic nucleus (SCN). These results indicate that the light input
to the SCN is not affected in obese mice and suggest that the effects observed in the
locomotor activity could be due to alterations in the modulation of the light response. In this
context, preliminary studies have shown that the obese mice have reduced SCN expression of

the VPAC2, a receptor that mediates coupling between neurons in the SCN.

The results of the present work provide evidence that obesity in IN. a/stoni affects the
circadian system by inducing changes in the integration of the light input and the modulation

of the response within the SCN.
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CAPITULO 1: LA OBESIDAD Y SU RELACION CON EL SISTEMA
CIRCADIANO

OBESIDAD

La generalidad de los animales posee la capacidad de almacenar energfa en forma de
depositos intracorporales de combustibles metabdlicos. El comer una cantidad de alimentos
que provean mayor energia a la necesaria para cubrir los gastos energéticos diarios, es una
estrategia adaptativa para enfrentar los periodos de inanicién. Sin embargo esta capacidad para
almacenar energfa en forma de grasa se ha convertido en uno de los principales problemas de
salud para los humanos, debido a una alta disponibilidad de alimento, a una mayor
concentracion de energia en los alimentos disponibles y a una disminucion en la actividad fisica

(Berthoud & Morrison, 2008; Hill, 2000).

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS), en el 2008 existian
aproximadamente 1600 millones de adultos con sobrepeso, cifra que podria alcanzar los 2300
millones de personas para el afio 2015 y mas de 700 millones con obesidad (OMS, 2011). Asi,
la obesidad representa uno de los principales problemas de salud en el mundo (Hill, 20006);
mientras que en nuestro pais, las enfermedades relacionadas con este padecimiento se

encuentran entre las principales causas de mortalidad (Villa et al., 2004).

Actualmente se desconocen las causas definitivas que ocasionan la obesidad, sin
embargo esta es considerada una condicion que esta ligada a  factores conductuales,
ambientales, nutricionales y genéticos, los cuales favorecen un balance energético positivo
derivado de un incremento en la ingesta de alimento, un decremento en el gasto energético o
una combinacién de ambos (Grundy, 1998; Hofbauer, 2002; Speakman, 2004). Este
desequilibrio entre el gasto y consumo de energfa lleva a un aumento en la acumulacién de
grasas por un crecimiento en el tamafio de los adipocitos (hipertrofia) o en el nimero de los
mismos (hiperplasia) (Garruti et al., 2008). Sin embargo, en algunos casos este tejido es incapaz
de contener el exceso de energfa, exponiendo al resto de los tejidos a un exceso de nutrientes,
lo cual es un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares, sindrome

metabdlico (SM) y diabetes tipo 2 (Grundy, 1998; 2005; Speakman, 2004).
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Generalizando, se puede decir que los principales factores responsables de la regulacién
del peso corporal son: la ingesta de alimento, la adipogénesis y el gasto energético (Hofbauer,
2002; Woods et al, 1998). Asi, alteraciones en el sistema que regula la ingesta de alimento
(Berthoud & Morrison, 2008; Wynne et al., 2005), un incremento en la adipogénesis (Bays et
al., 2008; Morrison & Farmer, 1999) o una deficiencia en la termogénesis (Dulloo Jacquet,

2001; Schoeller, 2001) pueden llevar al desarrollo de un fenotipo obeso.

Control de la ingesta de alimento

Un factor fundamental para el desarrollo de la obesidad es la alta disponibilidad de
alimento, por lo cual es importante entender la forma en la que se regula la ingesta del mismo.
Diversas regiones del cerebro estin involucradas en el control de la alimentacién. De ellas, la

que origina las seflales que luego son enviadas e integradas en otras regiones es el nucleo

arqueado del hipotdlamo (ARC; Fig. 1.1).

IIngesta de Alimentol

3V + -

Figura 1.1. Poblaciones neuronales que regulan la ingesta de alimento en el nicleo arqueado (ARC). Tercer
ventriculo (3V). Neuropéptido-Y (NPY). Proteina relacionada con el aguti (AgRP). Transcripto regulado por la
cocaina y anfetamina (CART). Pro-opio-melanocortina (POMC). Hormona estimulante de los melanocitos (a-
MSH).
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Existen dos poblaciones neuronales en el ARC que reciben y hacen la primera
integracioén de las sefiales sobre el estado nutricional del organismo (Berthoud & Morrison,
2008; Wynne et al., 2005). Uno de estos circuitos inhibe la ingesta de alimento a través de la
expresion de neuropéptidos como la pro-opio-melanocortina (POMC) y el transscrito
regulado por la cocaina y anfetamina (CART) (Elias et al., 1998; Kristensen et al., 1998). El
otro circuito estimula la ingesta de alimento a través de la expresion del neuropéptido-Y (NPY)
y la proteina relacionada con el aguti (AgRP) (Broberger et al., 1998; Hahn et al., 1998). Se ha
demostrado que lesiones en las neuronas de NPY y AgRP llevan a hipofagia y pérdida de peso
corporal (Gropp et al., 2005; Luquet et al., 2005), mientras que la sobreexpresion de AgRP o
la administracién de agonistas inducen un fenotipo obeso que presenta hiperfagia (Hagan et
al., 2000; Ollmann et al., 1997). Por otra parte, mutaciones en POMC estan asociadas al

desarrollo de un fenotipo obeso (Challis et al., 2004; Yaswen et al., 1999).

Por su parte el ARC envia informacién a través de sus proyecciones neuronales hacia el
nucleo paraventricular (PVN), el hipotalamo dorsomedial (DMH), el area hipotalamica lateral
(LHA) v el area periforniacal (PFA), los cuales procesan informacién sobre la homeostasis
energética. Estudios con lesiones han demostrado, que la destruccién del PVN vy el
hipotilamo ventromedial (VMH) causa obesidad, mientras que la ablacién del LHA causa
anorexia (Berthoud & Morrison, 2008; Wynne et al., 2005). Por su parte, cuando se administra
antagonistas de melanocortina en el PVN o agonistas en el DMH, se presenta hiperfagia (Chen
et al., 2004; Giraudo et al., 1998). Ademds, estas estructuras tienen receptores para AgRP y
hormona estimulante de los melanocitos («-MSH). La deficiencia en los receptores de a-MSH
(MC4R), ocasionan obesidad, hiperfagia e hiperglicemia (Fan et al., 1997; Huang et al., 2003;
Huszar et al., 1997). Otros péptidos que pueden inhibir la ingesta de alimento son el péptido
activador de la adenilato ciclasa (PACAP) y péptido intestinal vasoactivo (VIP) (Chance et al.,

1995; Mizuno et al., 1998).

Ciertas sefales de origen periférico, particularmente las hormonas leptina, insulina,
péptido YY (PYY), péptido similar al glucagon tipo 1 (GLP1) y colecistocinina (CCK) pueden
inhibir el consumo de alimento, mientras que la ghrelina lo incrementa. Estas sefiales
periféricas proveen informacién al sistema nervioso para el control de la ingesta de alimento.
Por ejemplo, la leptina e insulina reducen el consumo de alimento, al actuar sobre el ARC

reduciendo la expresién de NPY y AgRP en sus neuronas orexigénicas y estimulando al mismo
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tiempo las neuronas anorexigénicas que expresan POMC y CART; éstas promueven la
secrecion de a-MSH, lo cual lleva a una inhibicién del apetito. Por su parte, la ghrelina
estimula el apetito por el mecanismo opuesto (Berthoud & Morrison, 2008; Wynne et al.,

2005).

En animales mutantes del receptor de la leptina (db/db) (Chen et al., 1996) y en
organismos sin leptina (0b/0b), se presenta hiperfagia y obesidad, que en el caso de animales
ob/ob es contratrestada por la administracién de esta hormona (Campfield et al., 1995; Halaas
et al,, 1995; Pelleymounter et al., 1995). Por su parte, la deplecién o reduccién en la expresion
del receptor de insulina en el sistema nervioso lleva consigo el desarrollo de obesidad e
hiperfagia (Brining et al., 2000; Obici et al., 2002), mientras que la inyeccién de insulina
intraventricular o en el PVN reduce el consumo de alimento y el peso corporal (Air et al.,
2002; Menendez & Atrens, 1991). Por dltimo, la hiperfagia también se ha reportado en

animales con depleciéon hipotalamica del canal para glucosa (GLUT2) (Bady et al., 2006).

Adipogénesis

El tejido adiposo se divide en dos tipos el tejido adiposo blanco y el pardo. En el caso
del tejido adiposo blanco ademas de ser considerado como un deposito de grasas participa en
la homeostasis energética y posee una actividad endocrina importante (Kim and Moustaid-
Moussa, 2000; Ronti et al., 2006). La obesidad se caracteriza por un incremento en el tejido
adiposo blanco causado por hipertrofia o hiperplasia de los adipocitos, condiciones en las
cuales se de una acumulacion excesiva de grasa en estas células (Henry et al., 2012). Este
padecimiento suele relacionarse con otras alteraciones como diabetes tipo 2, hipertensién, y
dislipidemia. Ademas, se ha reportado que la hipertrofia de los adipocitos y la acumulacién de
tejido adiposo visceral se relaciona con dafio en organos como higado, pancreas

(especificamente en las células B) y musculo (Bays et al., 2008).

El tejido adiposo blanco secreta varios mensajeros, entre ellos la resistina, adiponectina,
apelina, visfatina y leptina (Vazquez-Vela et al, 2008). En el caso de la leptina, su
concentracion en la sangre es proporcional a la cantidad de tejido graso (Morris & Rui, 2009).

Por lo que, la obesidad suele estar asociada a niveles altos de esta hormona, que es un factor
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que tiene la capacidad de inhibir la ingesta de alimento. Sin embargo los animales obesos con
hiperleptinemia, suelen presentar un consumo alto de alimento, lo que sugiere que en animales
obesos puede presentarse un estado de resistencia a la leptina (Banks et al., 1999; Bays et al.,

2008; Henry et al., 2012).

Por otra parte, el tejido adiposo visceral es la fuente principal de acidos grasos
circulantes, los cuales son almacenados como triglicéridos. En condiciones normales, cuando
se incrementan las necesidades energéticas, se lleva a cabo la lipdlisis, para hidrolizar los
triglicéridos en acidos grasos y glicerol, mientras que al disminuir las necesidades energéticas se
genera la lipogénesis, permitiendo la formacion de triglicéridos para su almacenamiento
(Coleman & Lee, 2004; Kim and Moustaid-Moussa, 2000; Ronti et al., 2006). Muchas de las
enzimas involucradas en la lipogénesis incrementan su actividad por efecto de la insulina
(Wang & Sul, 1998). Mientras que, un incremento en el tamafio de los adipocitos y en los
acidos grasos en sangre puede contribuir a la resistencia a la insulina y problemas de
hipertension  (Sniderman & Faraj, 2007). Finalmente, se ha propuesto que la
hipertrigliceridemia pueden dafiar la barrera hematoencefilica, disminuyendo el transporte de

leptina a las areas cerebrales (Banks et al., 2004; Bays et al., 2008).

Termogénesis

Los seres vivos adquieren de los alimentos la energfa necesaria para realizar todas sus
funciones. Asi, un estado energético balanceado se da cuando la ingesta calérica de un tiempo
determinado es igual al nimero de calorias consumidas para el mantenimiento y reparacion de
tejidos, asi como para el trabajo realizado (Eckert &Randall, 1997). En el caso de organismos
homeotermos el mantener la temperatura corporal constante implica la presencia de un
mecanismo especializada para la producciéon de calor conocido como termogénesis (Silva,

2006).

La reacciones quimicas que llevan a cabo las células para su funcionamiento traen
consigo la perdida de energfa en forma de calor, asi el calor generado por la reacciones para
mantener las funciones vitales (alimentacién, movimiento, reproduccién etc.) son conocidas

como termogénesis obligatoria, proceso que depende de la tasa metabdlica basal y permite
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mantener la temperatura en la zona de termoneutralidad. Sin embargo cuando la temperatura
ambiental baja, los organismos homeotermos pueden activar mecanismos de generacién de
calor como son: la vasoconstriccion, la piloereccion y el titiriteo, a estos mecanismos se le
conoce como termogénesis facultativa (Silva, 2006). Dentro de la termogénesis facultativa, uno
de los mecanismos mas importantes es el que utiliza la actividad de las proteinas desacoplantes
(UCPs) o termogeninas, las cuales aumentan la respiraciéon mitocondrial aumentando al tasa
metabdlica y generando como subproducto calor (Lowell & Spiegelman, 2000). Asi, se ha
propuesto que defectos en el proceso de termogénesis podrian llevar al desarrollo de un
fenotipo obeso. Por ejemplo, las dietas altas en grasa llevan a un decremento en la expresion
de UCP1, lo que podria favorecen el desarrollo de un fenotipo obeso, al disminuir el gasto
energético para generar calor (From & Klingenspor, 2011), mientras que la UCP2 regula
negativamente la secrecién de insulina (Zhang et al., 2001), Sin embargo, animales mutantes de
UCP3 y UCP1 no desarrollan un fenotipo obeso (Gong et al., 2000; Vidal-Puig et al., 2000)
por lo cual el papel de las termogeninas en el desarrollo de un fenotipo obeso ha sido dificil de

establecer.

LOS RITMOS CIRCADIANOS

Los organismos presentan fluctuaciones diarias en variables fisiolégicas y conductuales
como por ejemplo: la actividad locomotriz, la alternancia entre el suefio y la vigilia, el
metabolismo de los lipidos y los carbohidratos, la secrecién hormonal, la presién sanguinea y el
patrén de alimentacion (Froy, 2010; Pittendrigh & Daan, 1976; Ramsey et al., 2007). Estas
fluctuaciones, que persisten en ausencia de sefiales ambientales ciclicas, reciben el nombre de

ritmos circadianos, del latin cirea, cerca, y diano, dia (Aschoft, 2001; Pittendrigh, 1993).

Las caracteristicas que permiten describir a un ritmo son (Fig. 1.2): el periodo, que es el
intervalo de tiempo en el que se completa una oscilacién. La amplitud, que se refiere a la
magnitud en la variacién del fenémeno, la cual podemos estimar desde la cresta (punto
maximo) hasta el valle (punto minimo) en un ciclo del ritmo. El mesor, que es el promedio de
todos los valores que se presentan a lo largo de un ciclo y, por ultimo, la fase, que se refiere al
momento en que ocurre un hecho caracteristico dentro del ciclo; por ejemplo la acrofase es el

momento del ciclo en que la variable alcanza su maximo valor (Ramirez et al., 2009).
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Figura 1.2.- Caracteristicas de los ritmos bioldgicos.

Los ritmos circadianos se caracterizan por ser enddgenos, es decir, persisten con un
petiodo cercano a 24 h en condiciones constantes, por lo que se asume que el organismo posee
un mecanismo capaz de generar las oscilaciones. Tal mecanismo es conocido como reloj
biolégico o sistema circadiano. Quiza una de las caracteristicas mds importantes de las
oscilaciones circadianas es su capacidad de ajustarse (sincronizarse) a las seflales ambientales
(Daan & Aschoff, 2001; Pittendrigh, 1993). Lo anterior confiere la ventaja de que los seres
vivos son capaces de predecir y anticiparse a los cambios ambientales ciclicos incrementando
asi la posibilidad de aprovechar los recursos de manera mas eficiente (Horton, 2001). Por
ultimo, los ritmos circadianos presentan compensacion de la temperatura, es decir, mantienen
el valor del periodo endégeno independientemente de la temperatura ambiental incluso en

animales poiquilotermos sometidos a variaciones ambientales importantes (Pittendrigh, 1954).
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Sistema circadiano

El sistema circadiano consta de tres elementos basicos (Fig. 1.3). Un oscilador maestro
o marcapasos, el cual es una estructura capaz de generar oscilaciones autosostenidas y acoplar’
a otros osciladores. Las vias de entrada, que son las encargadas de llevar la informacién
ambiental hasta el marcapasos para asi sincronizarlo a los ciclos ambientales. Por dltimo, las
vias de salida que envian la informacién del marcapasos a los 6rganos efectores y osciladores

periféricos, para la expresion de los ritmos (Aguilar-Roblero et al., 2008b).

El marcapasos: En mamiferos el oscilador maestro es el nucleo supraquiasmatico
(NSQ), una estructura bilateral que se localiza en el hipotilamo anterior, dorsal al quiasma
optico y ventrolateral al tercer ventriculo. Cada nucleo estd compuesto de una poblacién de
neuronas densamente empaquetadas. Anatémicamente se ha dividido al NSQ en una regién
dorsomedial (médula) que secreta vasopresina (VP) y una ventrolateral (corteza) que secreta
péptido intestinal vasoactivo (VIP) como neurotransmisores (Abrahamson & Moore, 2001;

Moore et al., 2002).

Actividad Locomottiz
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Figura 1.3. Esquema que muestra los componentes del sistema circadiano.

! Acoplamiento hace referencia al ajuste de periodo y fase entre los osciladores del organismo.
y g
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Entre las evidencias de que el nicleo supraquiasmatico es la estructura responsable de
conducir los ritmos, encontramos que es capaz de generar oscilaciones espontineamente 2 vivo
e in vitro (Green & Gillette, 1982; Inouye & Kawamura, 1979; Shibata et al., 1982; Shinohara et
al., 1995). Por otra parte, una lesién bilateral de esta estructura produce una desorganizacion
de patrones circadianos en la actividad locomotriz, las concentraciones basales de glucosa,
entre otros. Mientras que el trasplante de NSQ fetal, en animales con lesién, restablece algunos

de los ritmos perdidos (Aguilar-Roblero et al., 19806; Fleur et al., 1999; Ralph et al., 1990).

Con el tiempo se ha demostrado que tejidos periféricos como el 1ifidn, el higado, el
pancreas y el tejido adiposo presentan oscilaciones autosostenidas en ciertos indicadores de
actividad . La ritmicidad de estos tejidos, no se expresa independientemente, pues el NSQ
impone periodo y fase a su oscilacion, por lo que estos 6rganos son considerados osciladores
periféricos. (Ando et al., 2005; Lanza-Jacoby et al., 1986; Mithlbauer et al., 2004; Tahara et al.,
2012; Yoo et al., 2004; Zvonic et al., 2000).

Vias de entrada: Entre las aferentes al NSQ (Fig. 1.4) encontramos aquellas que llevan
informacién sobre los ciclos ambientales de luz-oscuridad. El tracto retinohipotalamico
(TRH) es la principal via de transduccion de los estimulos luminosos, este proyecta a la regién
ventrolateral del NSQ (Abrahamson & Moore, 2001; Johnson et al, 1988), liberando
glutamato y péptido hipofisiario activador de la adenilato ciclasa, también conocido como

PACAP (Hannibal et al., 2001; Hannibal, 2002; Liou et al., 19806)

Otras vias indirectas de ingreso de informacién luminosa son el cuerpo geniculado
lateral del talamo (LGN) y la hojuela intergeniculada (IGL), los cuales secretan acido gamma-
aminobutirico (GABA) y neuropéptido-Y (NPY) como neurotransmisores (Harrington, 1997;
Park et al, 1993). Por otra parte, el NSQ también recibe informacién acerca del estado
metabolico del organismo (Buijs et al., 2006; Froy, 2010) mediante aferencias desde los nucleos
paraventricular (PVN) y arqueado(ARC) del hipotalimo (Kalsbeek et al., 2004; Yi et al., 2005),
o bien por la recepcién directa de hormonas y nutrientes que atraviesan la barrera

hematoencefilica (Inyushkin et al., 2009).
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Figura 1.4. Esquema de las aferencias y eferencias al ndcleo supraquiasmatico (NSQ). Aferencias para sefiales
luminosas (flechas cafés) y sefiales metabolicas (flechas moradas). Eferencias para el control de la actividad
locomotriz (flecha rosa) y eferencias para el control de alimentaciéon y balance energético (flechas negras). Tracto
retinohipotalimico (TRH), nucleo paraventricular del hipotilamo (PVN), zona subparaventricular del
hipotalamo(SPVZ), nicleo arqueado (ARC), hipotialamo ventromedial (VMH), hipotdlamo dorsomedial (DMH),
cuerpo geniculado lateral del talamo (LGN) y hojuela intergeniculada (IGL).

Vias de salida: Uno de los mecanismos menos estudiados es como el marcapasos
comunica las sefiales ritmicas al resto del organismo. Se sabe que el NSQ presenta eferencias
hacia la corteza infralimbica (IL), el septum lateral (LS), la substancia innominata, el subiculum
ventral del hipocampo, el 6rgano subfornical, el hipotilamo ventromedial (VMH), el
hipotidlamo posterior, el nicleo pretectal (PT), el nicleo medio del rafé (MRN), la zona
subparaventricular del hipotilamo (SPVZ), el ARC y la IGL, las dos ultimas también
presentan aferencias hacia el NSQ (Abrahamson & Moore, 2006; Moga & Moore, 1997).

En el caso de la regulacién de la actividad locomotriz (Fig. 1.4) se ha propuesto que el
NSQ ejerce su control a través de las eferencias hacia el SPVZ (Abrahamson & Moore, 2006)
o por sefiales humorales como la procineticina-2 (PK2), el factor transformador de
crecimiento-a (T'GFa) y la citocina de cardiotropina (Cheng et al., 2002; Kramer et al., 2001;
Kraves & Weitz, 2006; Li et al., 2006). Por su parte, la ingesta de alimento y la homeostasis
energética se regulan por las proyecciones del NSQ hacia el SPVZ y los nucleos
hipotaldmicos dorsomedial (DMH) y ventromedial (VMH), asi como con las eferencias hacia el

ARC (Froy, 2010; Ramsey et al., 2007).
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Mecanismos moleculares de la oscilacion circadiana

En cultivos celulares se observé que las neuronas del NSQ presentan ritmos
individuales, lo que es una prueba de la naturaleza celular de los ritmos circadianos (Honma et
al., 2004; Welsh et al., 1995). Asi, la maquinaria basica de la oscilacién circadiana es intracelular
y estd dada por un mecanismo de retroalimentacién basado en la transcripcién de los

denominados genes reloj’ y la sintesis de las proteinas correspondientes (Fig. 1.5) .
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Figura 1.5. Esquema de las asas de transcripcion-traduccion de los genes reloj en mamiferos.

Los cuadros representan los genes reloj involucrados en la generacion de las oscilaciones circadianas. Los
circulos representan las proteinas que al ser translocadas al nicleo pueden actuar como factores de transcripcién o

como represores de la misma (Modificado de Ko & Takahashi, 2006).

2 Genes Reloj son genes que estan involucrados en la generacién de las oscilaciones circadianas a nivel celular.
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En mamiferos los productos dimerizados de los genes Clock’ y Bmalt® (CLOCK-
BMALL) actian como factores de transcripciéon que interaccionan con las “cajas E” (Debruyne
et al., 2000; Gekakis, 1998) de la regién promotora de diversos genes, entre ellos los
denominados periodo (Per!, Per2), criptocromos (Cryl, Cry2) y Rev-erb-d’, activando su
transcripcién (Bae et al., 2001; Kume et al, 1999; Triqueneaux et al., 2004). A su vez, los
dimeros formados por las proteinas PER y CRY son fosforilados por las casein cinasas 1
épsilon y delta (CKIe/8), lo que permite que el dimero sea translocado al nicleo (Akashi et al.,
2002; Eide et al., 2002). Ya en el nicleo, el dimero PER-CRY inhibe la actividad de CLOCK-
BMALL1 y por tanto la transcripcién de los genes Per, Cry v Rev-erba (Preitner et al., 2002; Sato
et al., 2006; Yu et al., 2002).

Por otra parte la proteina REV-ERBua inhibe la expresion de Bmall, mediante su accién
a través de los elementos de respuesta a ROR (RRE) en la regiéon promotora del gen Bwall.
Asi, cuando el complejo PER-CRY reprime a CLOCK-BMALT disminuye la expresion de Rer-
erba, lo que conduce a la estimulacién de la transcripcion de Bmall asegurando que el ciclo se

repita y regulando la salida ritmica del reloj (Sato et al., 2006).

RITMOS CIRCADIANOS EN EL METABOLISMO

Una de las funciones del sistema circadiano es regular y preparar la maquinaria
metabolica para las variaciones temporales en la disponibilidad y abundancia de los nutrientes.
Por lo que, no es de sorprender que numerosas variables fisiolégicas relacionadas con el
balance energético del organismo presenten fluctuaciones circadianas. Asi, se han descrito
oscilaciones de este tipo en variables asociadas a la disponibilidad de glucosa, como las
concentraciones circulantes de insulina, glucagon, glucocorticoides y de la glucosa misma
(Cailotto et al., 2005; Fleur et al,, 1999; Ruiter et al., 2003). Ademas, se han reportado
fluctuaciones circadianas en los niveles de hormonas que participan en la regulaciéon de la

ingesta de alimento, como la leptina y la ghrelina (Bodosi, et al., 2004; Kalsbeek, et al., 2001) y

3 Clock gen cuya falta elimina el ritmo circadiano de actividad locomottiz.
4 Bmall gen que codifica para la proteina tipo ANRT de musculo y cerebro.
5> Rev-erb-a gen que codifica para el factor a de transcripcién reversa del virus de eritroblastosis.
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en la concentracién de acidos grasos y triglicéridos (Escobar et al., 1998; Lanza-Jacoby et al.,

1986).

Estudios recientes han demostrado que muchos genes que participan en el
metabolismo se expresan de manera ritmica (Duffield et al. 2002; Panda et al. 2002; Storch et
al. 2002). Asi, el higado presentan oscilaciones en el 10 al 20% de sus proteinas; entre las que se
encuentran enzimas involucradas en el metabolismo de los carbohidratos, el ciclo de la urea, la
detoxificacion hepatica, el metabolismo de especies reactivas de oxigeno y la apoptosis (Reddy
et al,, 2006); lo mismo ocutre con la glandula adrenal que presenta oscilaciones circadianas en

genes que participan en la biosintesis de corticoesteroides (Oster et al., 2000).

Con el tiempo se demostré que fragmentos de tejidos periféricos, mantenidos 7 vitro,
expresan de manera oscilatoria los genes de periodo: Per! y Per2 (Yoo et al.,, 2004) y que
organos como el pancreas, el higado y el tejido adiposo 7 vive, presentan fluctuaciones diarias
en muchos de los genes involucrados en la generacién las oscilaciones circadianas (Ando et al.,
2005; Lanza-Jacoby et al., 1986; Mithlbauer et al., 2004; Zvonic et al., 2006). Lo anterior ha
llevado a proponer que diferentes tejidos poseen la maquinaria molecular basica para
comportarse como osciladores y que por lo tanto tienen la capacidad intrinseca de mantener su
propia oscilacién. En este contexto, la ritmicidad circadiana que muestra una variable
fisiolégica se entiende como el resultado de la interaccion entre el marcapasos central y los

osciladores periféricos (Tahara et al., 2012).

Asi, en osciladores periféricos como el higado, pancreas y tejido adiposo se ha
demostrado que proteinas reloj juegan un papel importante en la regulacion de las oscilaciones
de genes y proteinas que participan en el metabolismo (Kornmann et al., 20072007).En el
higado REV-ERBa participa en la modulaciéon circadica de genes involucrados en el
metabolismo del colesterol y los lipidos (Martelot et al., 2009, Raspe et al., 2002) y se ha
propuesto que esta implicado en la oscilacién del 90% de las proteinas que muestran un patrén
de expresién circadiano (IKohmman et al., 2007). Mientras que en el tejido adiposo, CLOCK y
BMAL1 son importantes en la adipogénesis (Wang & ILazar, 2008; Shimba et al, 2005).
BMALL1 también es importante para la expresion de genes que participan en la detoxificacion
xenobiotica y en la conversiéon de especies reactivas de oxigeno, los cuales se han asociado a

procesos de envejecimiento (Kondratov et al., 2006). Por ultimo, mutaciones en los genes de
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reloj Per2 y Clock alteran la expresion ritmica de proteinas como la aldolasa, arginasa y catalasa

(Reddy et al., 20006).

La relacién que existe entre la maquinaria molecular de la oscilacién circadiana y la
expresion de genes controlados por reloj en osciladores periféricos, explica el hecho de que
alteraciones en los patrones circadianos puedan traer consigo cambios a nivel metabdlico. Asi,
se ha encontrado que los ratones mutantes C57BL/6] para el gen Clock (C/oaé‘/'m , presentan
cambios en los patrones de alimentacion, desarrollan sobrepeso, hiperfagia y sintomas del SM*
(Turek et al., 2005), al mismo tiempo estos ratones absorben mas lipidos y carbohidratos que
péptidos  a través del intestino probablemente por la falta protefnas transportadoras de
nutrientes (Pan & Hussain, 2009). Otros mutantes de Clock (Je/ICR), desarrollan alteraciones
en el metabolismo de los lipidos reduciendo la ganancia de peso ante dietas altas en grasas
(Kudo et al, 2007; Oishi et al, 20006), mientras que los ratones mutantes mPer2” y
mPer1/2/3™P™ muestran una mayor tendencia a ganar peso y presentan cambios en los
patrones diarios de consumo de alimento bajo estas dietas (Dallmann & Weaver, 2010; Yang et
al., 2009). Por su parte, los mutantes de Bmall” presentan una disminucién en la
gluconeogénesis, y un aumento en la sensibilidad de la insulina (Rudic et al., 2004), mientras
que animales que presentan deficiencia de esta proteina en el higado, desarrollan alteraciones
en la expresion de genes asociados a la movilizaciéon de glucosa (Lamia et al.,, 2008). Por

tltimo, los ratones mutantes de Rev-erba

" presentan una eclevacién de los triglicéridos
circulantes (Raspe et al., 2002). Los estudios anteriores confirma la importancia del sistema

circadiano en el desarrollo de desérdenes metabdlicos.

EFECTOS DEL METABOLISMO SOBRE EL SISTEMA CIRCADIANO

Como se menciono antes, el sistema circadiano es capaz de ajustarse a las sefiales
ambientales ciclicas, quiza uno de los sincronizadores mas importantes es la luz (IVer Capitulo
3), sin embargo la disponibilidad de alimento, también puede actuar como un sincronizador
(Kovac et al.,, 2009). Asi, cuando un organismo estd sujeto a un protocolo de restriccion de

alimento (Mistlberger, 1994; Stephan, 2002) es capaz de modificar sus ritmos circadianos para

6 SM sindrome metabdlico
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anticiparse conductual y fisiolégicamente a la disponibilidad de alimento (Boulos, 1980;
Damiola et al., 2000; Diaz-Mufioz et al., 2000; Escobar et al., 1998); sin que existan cambios en
las oscilaciones del NSQ (Angeles—CasteHanos et al., 2004; Mifiana-Solis et al., 2009). Mas aun,
organismos con lesiones en el NSQ mantienen la capacidad de sincronizarse a la llega del
alimento, lo cual sugiere la existencia de un oscilador sincronizado por alimento (feeding-
entrainable oscillator: FEO) (Marchant & Mistlberger, 1997; Stephan et al., 1979). Hasta la
fecha se desconoce la ubicaciéon exacta de este oscilador, sin emabrgo, parecen estar
involucradas regiones del hipotilamo dorsomedial (DMH), el nicleo parabraquial, el nucleo
accumbens y 6rganos periféricos encargados de procesar nutrientes (Froy, 2010; Ramsey et al;

2007).

A pesar de que los protocolos de restriccién al alimento no parece modificar la
actividad del NSQ), se ha demostrado que ciertas sefiales de importancia metabdlica, como la
leptina, la ghrelina y la glucosa tienen efectos sobre el NSQ (Inyushkin et al., 2009; Mendoza et
al., 2011; Prosser & Bergeron, 2003; Yannielli et al., 2007), y pueden modificar la capacidad de
respuesta del sistema circadiano a la luz (Challet et al., 1999a; Mendoza et al., 2011; Sage et al.,
2004; Yi et al., 2008). Por otra parte estudios recientes demuestran que el estado energético a
nivel celular puede modificar la expresiéon de los genes reloj. Asi, las formas reducidas de
NAD", el NADH y NADPH pueden facilitar la unién del factor de transcripcion CLOCK-
BMALT al ADN®, mientras que sus formas oxidadas NAD" y NADP tienen el efecto opuesto
(Rutter et al., 2001). De esto resulta que el estado redox puede alterar la expresién de los

ritmos a nivel celular.

Por lo anterior, no es extrafio que en diversos modelos de obesidad genética e inducida
se presenten alteraciones en el sistema circadiano. En el caso de modelos de obesidad
genética, se ha encontrado una disminucion en la amplitud de la oscilacién de genes reloj en
higado y tejido adiposo (Ando et al., 2005, 2011; Motosugi et al., 2011), asi como alteraciones
en los perfiles diarios de sustancias producidas pot el tejido adiposo (Ando et al., 2005), en el
ritmo de la glucosa plasmatica (Bailey et al., 1975), y en el de contenido de glucégeno y de
enzimas lipogénicas en el higado (Lanza-Jacoby et al, 1986). A nivel conductual, los

organismos obesos muestran diferencias en la amplitud, la fase y el periodo en los ritmos de

7 NAD+ nicotinamida adenina dinucleétido, forma oxidada
8 ADN icido desoxirribonucleico
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alimentaciéon y actividad locomotriz (Alingh-Prins et al, 1986; Fukagawa et al., 1992;

Mistlberger et al., 1998; Murakami et al., 1995).

En el caso de animales alimentados con dietas hipercaléricas, ademds de un aumento
de peso, hiperlipidemia e hiperglicemia se han observado alteraciones en la ritmicidad
circadiana, como una disminucién en la amplitud de la oscilacién de genes reloj en tejido
adiposo, higado y pancreas (Hsich et al., 2010; Kohsaka et al., 2007; Vieira et al., 2012).
También se han encontrado cambios en los ritmos de glucosa, insulina, leptina, adiponectina y
corticosteroides (Barnea et al., 2009; Cha et al., 2000; Kohsaka et al., 2007), mientras que a
nivel conductual se han reportado alteraciones en la amplitud y el periodo del ritmo bajo
condiciones constantes, asi como un incremento en el consumo de alimento en el periodo de

reposo (Kohsaka et al., 2007; Mendoza et al., 2008).

Por ultimo, existe evidencia de que la obesidad afecta la capacidad de los organismos de
sincronizar su ritmicidad enddégena en respuesta a estimulos luminosos. En modelos de
diabetes tipo 1 inducida por estreptozotocina (Challet et al., 1999b) y en animales deficientes
en leptina (Sans-Fuentes et al, 2010), se ha reportado un aumento en la sensibilidad a sefiales
luminicas, mientras que animales alimentados con dietas hipercaléricas presentan una

reduccion en la respuesta a la luz (Mendoza et al., 2008).

NEOTOMODON ALSTONI COMO MODELO DE OBESIDAD

El ratén de los volcanes, Neotomodon alstoni, es un roedor endémico de México, que
pertenece al orden Rodentia y a la familia Cricetidac (Ceballos y Oliva; 2005). Este roedor
tiene una distribucién restringida al Eje Neovolcanico Transversal de México, situado entre los
18° y 22° latitud Norte con un intervalo altitudinal que oscila entre los 2,600 y los 4,500 m
sobre el nivel del mar. Este roedor es muy docil y capaz de reproducirse en condiciones de
cautiverio durante todo el afio, al igual que en su hdbitat natural, siendo su tasa de natalidad
mas elevada de abril a septiembre. Las hembras presentan vatios ciclos estrales al aflo, con una
duracién promedio de 4 a 5 dfas y perfodos de gestacion de 25 a 35 dias, después del cual

paren una camada de 3 crias en promedio. Estudios de este animal en el laboratorio sefialan
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que puede tratarse de una especie monogamica en la cual los machos exhiben cuidado parental

(Luis et al., 2004, 2009).

Desde hace algunos afios, el ratén de los volcanes ha sido propuesto como modelo
para el estudio de la obesidad. Asi, se ha reportado que después de 4 meses en cautiverio, el
60% de los animales adultos desarrollan lipomas (Fig. 1.6-A), que son neoplasias benignas de
tejido adiposo blanco. Los organismos que presentan lipomas exhiben un fenotipo obeso (Fig.

1.6-B) (Carmona-Castro, 1994; Diego-Magafia, 1999).

O O

Figura 1.6. A) Lipomas presentes en animales obesos de N. alstoni, tomada de (Carmona-Castro, 2006). B)
Machos delgado (izquierda) y obeso (derecha) del ratén de los volcanes.

En el caso de los individuos que bajo condiciones de cautiverio desarrolla un fenotipo
obeso se ha encontrado que esta caracteristica puede ir acompafiada de alteraciones
metabolicas como la hipertrigliceridemia o el desarrollo de esteatosis hepatica (Carmona-
Castro, 2006). Un punto interesante es que los animales obesos de ambos sexos no presentan
hiperglucemia en condiciones de ayuno, sin embargo desarrollan intolerancia a la glucosa e
hiperglucemia postprandial (Carmona-Castro, 2006, Fuentes-Granados, 2011), por otra parte
se han reportado altos niveles de insulina en hembra obesas (Fuentes-Granados, 2011), lo que

sugiere un estado de resistencia a la insulina. En el caso de los niveles de leptina se ha
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reportado que en animales obesos de N. alstoni se presenta un estado de hipetleptinemia
(Carmona-Alcocer et al., 2012; Anexo 7), asi como a un aumento en la concentracion del
receptor a la leptina en hipotalamo (Datos no publicados), lo que sugiere que animales obesos
de esta especie pueden estar desarrollando un estado de resistencia a la leptina. Por ultimo, se
ha encontrado que en animales obesos de IN. a/lstoni los perfiles diarios de glucosa, insulina y
leptina pierden el patrén ritmicos observado en animales delgados, sugieriendo que el SM lleva

a la alteraciones del sistema circadiano (Carmona-Alcocer et al., 2012; Anexo 1)

Asi, la condicién de obesidad espontanea en IN. alstoni va acompafiada alteraciones
metabolicas, y de expresion en los perfiles metabdlicos diarios, lo que lo vuelve una especie
interesante para el estudio de la obesidad y su relacién con alteraciones en la organizacién
circadiana. La informacién generada recientemente apunta a que la obesidad altera la
organizacion del sistema circadiano y su capacidad de responder a las sefiales ambientales, pero
plantea la interrogante de la naturaleza de esta alteracién y el mecanismo de ritmicidad
circadiana que es afectado en estas condiciones. Con base en esto, el objetivo de este trabajo es
conocer los efectos de la obesidad sobre los ritmos de actividad locomotriz y la capacidad de
los organismos obesos para responder a los pulsos luminosos, empleando un modelo de

obesidad espontanea como es el caso de N. alstoni, en condiciones de cautiverio.
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CAPITULO 2: EFECTOS DE LA OBESIDAD SOBRE EL RITMO
CIRCADIANO DE ACTIVIDAD LOCOMOTRIZ

OSCILACION ESPONTANEA O LIBRE CURSO

Una de las caracteristicas mas importantes de los ritmos circadianos es que son de
caracter enddgeno. Asi, cuando se coloca a los individuos bajo condiciones ambientales
constantes, los ritmos biolégicos siguen presentandose con una periodicidad cercana pero no
igual a 24 horas (Fig. 2.1), se dice entonces que el ritmo esta en oscilaciéon espontanea o libre

curso (Pittendrigh, 1993).

Figura 2.1.-Esquema de las propiedades de los ritmos circadianos. A) Sincronizacién B) Oscilacién
espontinea. Tomado de Golombek & Rosenstein, 2010. Las rayas representan la actividad del organismo y los
espacios en blanco el reposo.

28



El periodo’ de la oscilacion espontinea es conocido como tau (1) y estd determinado
genéticamente, por lo que su valor es especie-especifico (Pittendrigh & Daan, 1976). En
estudios en los que se realizaron trasplantes de NSQ'" a organismos con lesiones en esta
estructura, se observé que si los donadores tenfan un periodo 7, diferente al organismo
receptor, los patrones ritmicos en condiciones de oscuridad constante se restablecfan con el
periodo del donador (Ralph et al., 1990; Vogelbaum & Menaker, 1992). Mas tarde se demostro
que mutaciones en los genes reloj llevan a cambios en los patrones ritmicos observados en
oscilacién espontanea (Antoch et al., 1997; Bae et al., 2001; Debruyne et al., 2006; Zheng et al.,
2001), por lo cual se dice que los ritmos circadianos en condiciones de oscuridad constante

(OO) son un reflejo del marcapaso circadiano.

SINCRONIZACION

La sincronizacién es el ajuste del periodo y la fase del ritmo circadiano al periodo de
una sefial ambiental ciclica (Fig. 2.1), en donde el periodo endégeno t del sistema circadiano
iguala el periodo externo (T) del ciclo ambiental, es decir T= t (Daan & Aschoff, 2001;
Pittendrigh, 1993). Esta caracteristica es de suma importancia, ya que si el ritmo endégeno no
fuera igual a 24 h, éste gradualmente divergirfa de los ciclos ambientales, lo que llevaria a
presentar las fases de los ritmos en horas inadecuadas para la sobrevivencia, por lo que la
sincronizacién permite coordinar al organismo con los cambios ambientales, creando de esta

manera un nicho temporal (Horton, 2001).

Las sefiales ambientales capaces de ajustar los ritmos circadianos son conocidas como
sincronizadores o “zeitgebers”, palabra en aleman que significa “dador de tiempo”. Dentro de
los zeitgebers mas poderosos para generar sincronizaciéon encontramos sefiales como la luz
(Golombek & Rosenstein, 2010; Morin & Allen, 2000), la presencia de alimento (Stephan,
2002) y sefiales sociales (Mistlberger & Skene, 2004), entre otros.

Entre las caracteristicas que debe cumplir una sefial ambiental para ser considerada

como un sincronizador se encuentran, que la seflal ambiental se presente de manera periédica,

9 Periodo intervalo de tiempo en el que se completa una oscilacién
10 N§Q nucleo supraquiasmatico, parte del sistema nervioso central que es considerada el marcapasos circadiano
en mamiferos
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que sea capaz de cambiar el periodo del ritmo t igualando el periodo del ciclo ambiental, y que
el ritmo bioldgico y la sefial ambiental establezcan una relaciéon de fase estable (Daan &

Aschoff, 2001; Pittendrigh, 1993).

Relacion de fase

Una consecuencia de la sincronizaciéon es que al igualar el periodo endégeno con el
ambiental se establece una relacién de fase estable con el zeitgeber. Llamamos relacién de fase
(¥) a la diferencia que se da entre la fase del ritmo endégeno (¢) y la fase del ciclo ambiental
(D). Es decir, W = O — ¢; la cual describe la diferencia en tiempo entte las fases del ritmo y del
sincronizador. Cuando W es positivo significa que ¢ precede a @ y si es negativo entonces @
precede a ¢. La diferencia en W depende de las propiedades del sincronizador como la
intensidad, y la relacién entre vy T. Asi, cuando el periodo enddgeno es menor al periodo
ambiental suele establecerse una relacién de fase positiva, mientras que en periodos
endégenos mayores al ciclo ambiental se establecen relaciones de fase negativas (Daan &

Aschoff, 2001; Pittendrigh, 1993)

VARIACIONES INTERINDIVIDUALES

A pesar de que el periodo enddgeno es especie-especifico existe un intervalo de
variacion interindividual que depende de la historia de vida del organismo, por ejemplo, de la
edad y el estado fisiolégico, y de la historia previa, es decir, de la condicién luminica a la cual

fue expuesto cada individuo en el periodo precedente (Pittendrigh & Daan, 1976).

Edad: Uno de los factores de variacion interindividual mas estudiados es la edad. En el
caso de organismos viejos se ha observado que presentan un alargamiento en el valor del
periodo 1y una disminucién en la amplitud de los ritmos tanto en condiciones de oscilacién
espontanea, como en la sincronizacion a ciclos de luz — oscuridad 12:12 (LO 12:12), ademas
los organismos viejos presentan cambios en la relaciéon de fase que se establece con el
sincronizador, con respecto a los observado en organismos mas jovenes (Kolker et al., 2004;

Possidente et al., 1995; Scarbrough et al, 1997). El alargamiento del periodo por
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envejecimiento se ha interpretado como una pérdida en el acoplamiento entre las células del

NSQ, por una deficiencia en la sefial de melatonina (Benloucif et al., 1997; Reeth et al., 2001).

Obesidad: Otro de los factores que pueden alterar el patrén del ritmo en oscilacién
espontanea son los desérdenes metabodlicos. Asi, se ha reportado que dietas hipercaléricas o
mutaciones que generan un fenotipo obeso llevan a un alargamiento del periodo en oscuridad
constante (Kohsaka et al., 2007; Mendoza ,et al., 2008; Murakami et al., 1995; Sans-Fuentes et
al., 2010; Turek et al, 2005), por otra parte la obesidad puede alterar los ritmos en OO

disminuyendo la amplitud de los mismos (Murakami et al., 1995; Sans-Fuentes et al., 2010).

Estudios con diferentes modelos de obesidad han mostrado que los ritmos circadianos
de actividad locomotriz conservan la capacidad de sincronizarse a ciclos de LO 12:12. Sin
embargo se presentan alteraciones en los patrones de ritmo como son; una disminucién en la
amplitud (Mendoza et al., 2008; Mistlberger et al., 1998; Murakami et al., 1995; Turek et al,,
2005), una mayor indice de actividad durante el periodo de reposo (Kohsaka et al., 2007;
Mistlberger et al., 1998; Sans-Fuentes et al., 2010; Turek et al., 2005), asi como cambios en la
relacién de fase que se establece con el sincronizador (Fukagawa et al., 1992; Mistlberger et al.,

1998).

Lo antetior ha llevado a ver las alteraciones metabdlicas desde una perspectiva
diferente, abriendo lineas de investigaciéon interesadas en conocer los efectos — que
enfermedades de regulacién metabodlica tienen sobre el sistema circadiano (Delezir & Challet,
2011; Froy, 2010; Green et al., 2008). Sin embargo, existen pocos estudios sobre los efectos de
la obesidad en la capacidad de sincronizacion a la luz (Mendoza et al., 2008; Sans-Fuentes et al,
2010). La mayoria de los trabajos realizados hasta el momento se han hecho en animales con
mutaciones genéticas o con dietas hipercaléricas; en este sentido, el uso de modelos no
tradicionales para el estudio de la obesidad confiere la ventaja de un amplia variabilidad alélica
como lo observado en poblaciones naturales (Smale et al., 2005). Asi, el uso de un modelo de
obesidad espontanea bajo dietas regulares, como es el caso de Neotomodon alstoni, plantea la
posibilidad de estudiar si los efectos en el sistema circadiano por la condicién de obesidad se

presentan en poblaciones con alta variabilidad alélica.
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HIPOTESIS

Se ha descrito que la condicién de obesidad puede afectar los patrones de oscilacién
circadiana por lo cual se espera que los machos obesos de la especie Neotomodon alstoni
presenten una disminucién en la amplitud del ritmo de actividad locomotriz en condiciones
de luz-oscuridad 12:12 y asi como un alargamiento del periodo en oscuridad constante, con

respecto a los patrones de machos delgados de la misma especie.

OBJETIVO

Determinar si existen alteraciones en el patrén del ritmo circadiano de actividad
locomotriz en condiciones de sincronizacién y de oscilacién espontianea en machos

obesos de la especie Neotomodon alstoni.

Objetivos particulares:

e Evaluar la capacidad de sincronizacién del ritmo circadiano de actividad
locomottiz a un ciclo O 12:12 en machos obesos de N. alstoni.

e Determinar si existen diferencias entre ratones delgados y obesos de esta
especie, en las proporciones de actividad en la fotofase'' y en la escotofase'?, asf
como cambios en la relacion de fase () que se establece con el sincronizador
luminico.

e Determinar si organismos obesos del ratén de los volcanes presentan un
alargamiento del periodo (1) en condiciones de oscuridad constante.

e Determinar si existen diferencias en los patrones de actividad locomotriz en
oscilacién espontanea entre ratones delgados y obesos de la especie Neotomodon

alstont.

11 . . . .
Fotofase es el periodo de tiempo durante el cual el organismo recibe luz.

12 . " . . . s .
Escotofase es el periodo de tiempo durante el cual un organismo esta en condiciones de oscuridad.

32



MATERIAL Y METODO
Obtenciéon y mantenimiento de los animales

Ratones N. alstoni silvestres

Los machos adultos de la especie Neotomodon alstoni, fueron colectados en la sierra del
volcan Ajusco, en un punto ubicado en la carretera federal México-Cuernavaca entre los
kilbmetros 48 y 51, con un intervalo de altitud de 2440 a 2500 m.s.n.m. Los animales se
capturaron mediante trampas Sherman para roedores, usando como cebo hojuelas de avena.
Los ratones fueron transportados al Bioterio de la Facultad de Ciencias (BFC), UNAM para su
desparasitacién y aclimatacién por un mes. Los organismos caracterizados como adultos
jovenes fueron seleccionados usando como criterio un peso corporal menor a los 40 g, una
longitud entre 100 y 130 mm vy la presencia de pelaje gtis en la parte supetior y blanquecino en

el vientre (Ceballos & Oliva, 2005; Nowak, 1999).

Durante el periodo de aclimatacién, los organismos se mantuvieron en condiciones
artificiales de LO 12:12 (luz de 250 a 300 lux) a una temperatura de 23 £ 2° C, en cajas de
cianocrilato de 27 x 18 x 15c¢m; con alimento (nutricubos, Rodent Laboratory Chow 5001) y
agua ad libitnm. Después de 6 meses en estas condiciones, los animales fueron separados en
dos grupos con base en su peso corporal. E1 60 % de la poblacién present6 un peso supetior a
los 60 g y fueron considerados obesos de acuerdo a estudios preliminares (Carmona-Castro,
20006; Carmona-Alcocer et al.,, 2012), basados en el indice de Lee (Ernsberger et al., 1999;

Rogers & Webb, 1980), el cual se establece mediante la siguiente férmula:

Indice Lee= *V Peso corporal / Longitud naso anal X 10*

En donde el peso corporal esta dado en gramos y la longitud naso anal en milimetros.
El grupo de ratones silvestres delgados (S-D) presento un peso de 50 £ 2 g y el grupo de
silvestres obesos (S-O) un peso de 75.5 * 4 g (Fig. 2.2).
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Figura 2.2.-Fotografia de Neotomodon alsotni delgado (derecha) y obeso (izquierda), de edad similar.

Ratones N. alstoni F1.

Con el fin de descartar variaciones interindividuales en el ritmo circadiano de actividad
locomottiz debidas a la edad, se utilizaron animales F1", los cuales permanecieron bajo las
mismas condiciones de aclimatacién que los animales silvestres. En este caso la condicion de
obesidad se desarrolla entre los 6 y los 8 meses de edad, el grupo de animales delgados F1 (F-

D) present6 un peso de 48 = 2 g y el grupo de obesos F1 (F-O) un peso de 68 = 3 g.

Sistema para el registro de actividad locomotriz

Los ratones fueron mantenidos de manera individual en una caja de vidrio de 30 x 18 x
20cm con una base y tapa de acrilico desmontables. Para obtener el registro de actividad
locomottriz a nivel vertical, las cajas se colocaron sobre una placa con un sistema de sensores

infrarrojos que consiste en un par de barras paralelas a lo largo de la caja de registro, de manera

13 F1animales nacidos en bioterio descendientes de padres silvestres
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que cada vez que el animal interrumpe el haz de luz generado por los sensores infrarrojos se
contabiliza un evento. El nimero de eventos (bin) fue almacenado con una frecuencia de
muestreo de 10 minutos a lo largo de todo el experimento y la informacién generada se
capturé de manera automatizada en una computadora mediante el programa ACTIBIO
(Facultad de Psicologia, URIDES\Facultad de Ciencias; UNAM). Las cajas de registro se
mantuvieron en gabinetes de madera de 140 x 85 x 40cm divididos en 4 secciones, dentro de
cada compartimento se colocaron 2 cajas de vidrio, para un macho delgado y uno obeso. Cada
seccién mantenfa condiciones de aireacién y temperatura constantes (23£2° C). Para la
iluminacién en ciclos de LO 12:12 se utilizaron lamparas de luz blanca (250 lux) controladas
mediante un reloj electrénico programable, mientas que el registro en condiciones constantes

se llevo acabo sin ningin tipo de iluminacién.

Durante los protocolos experimentales los ratones fueron alimentados con nutricubos
y agua ad libitum. El cambio de la cama de aserrin se realiz6 una vez a la semana. Ademas de
esto se llevé un registro semanal del peso. Todas las manipulaciones se llevaron a cabo a mitad
del dia, cuando los organismos se encontraban en LO 12:12 y a mitad de su zona de reposo
(no actividad), cuando los organismos se encontraban en condiciones de OO, en este ultimo
caso se utilizo una lampara de intensidad atenuada de LED de luz roja (5 lux), la cual no tiene
efectos sobre el ritmo circadiano de actividad locomotriz en esta especie. Las manipulaciones
para el mantenimiento no tuvieron efectos sobre sobre el ritmo de actividad locomottiz en

ninguna de las condiciones ambientales usadas.

Protocolo experimental

Con el fin de evaluar las diferencias en los patrones del ritmo circadiano de actividad
locomotriz de animales macho obesos del ratén de los volcanes se utilizaron 36 ratones
silvestres delgados (S-D) y 36 ratones silvestres obesos (S-O). Aunado a esto, se trabajé con un
grupo de 21 ratones F1 delgados (F-D) y 18 ratones F1 obesos (F-O), con una edad de 7 a 9
meses. Inicialmente se sincronizé el ritmo a ciclos de LO 12:12 (fotofase de 06:00 a 18:00 h)

durante al menos 10 dias y después se cambié a una condicién de OO por 10 dias mas.
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Analisis de resultados

Los datos capturados durante el registro de actividad locomotriz fueron analizados con
los programas ACTIVIEW (Mini mitter Co., Inc, USA) y DISPAC (Instituto de Fisiologia
Celular, UNAM). T'odos los analisis se hicieron con los ultimos 5 dias de cada condicién con el
fin de evitar el efecto de posibles ciclos transitorios, que son ciclos durante los cuales la fase del
ritmo no es estable, debido a que el sistema circadiano se ajusta a las nuevas condiciones
(Pittendrigh & Daan, 19706). Los analisis estadisticos se hicieron con el paquete de cémputo
Stat Graphics Centurion 16.1.05. Para comparar los grupos S-D vs S-O, F-D vs F-O se utiliz6
una prueba t de Student para muestras no pareadas. Las comparaciones entre ratones silvestres
y F1 se realizaron con una prueba de ANOVA de una via, aplicando un prueba post-hoc de
Tukey. Por ultimo, con el fin de conocer si los vectores promedio de la fase de inicio de
actividad y acrofase'* son diferentes entre organismos delgados y obesos, se realizaron analisis
de estadistica circular de vector promedio y fueron comparados entre grupos con la prueba de
Mardia Watson, con el paquete de computo ORIANA (3 Setup). En todos los casos se empled
un valor de probabilidad p< 0.05.

Sincronizacién

Con el fin de conocer si la arquitectura del ritmo de actividad locomotriz en N. alstoni
bajo un ciclo de LO 12:12 es diferente entre animales delgados y obesos se determinaron los

siguientes parametros:

a) El periodo del ritmo en presencia del ciclo ambiental, a través del
periodograma® de X* (Vega, 1993) que arroja el programa DISPAC. Se consider6 que
un organismo estaba sincronizado cuando mostraba un periodo de 24 h, ademas de un
angulo de fase estable.

b) Los valores del promedio de actividad total, actividad en fotofase y en
escotofase , asf como el indice r=a/p (actividad en el dia/actividad en la noche) y las
acrofases. Todos los datos fueron obtenidos con los petfiles de actividad promedio

graficados en ACTIVIEW.

14 Acrofase es el valor maximo del ritmo, es decir la cresta.
15 Periodograma herramienta estadistica que permite evaluar el periodo a el cual se ajustan los datos por encima
del nivel de significancia
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9) La relacién de fase que se establece con el sincronizador (apagado de la luz) se

calcul6 con la siguiente formula (Daan & Aschoff, 2001):
YO= OT-OE

En donde W® representa la relaciéon de fase entre el ritmo y el zeitgeber, OT es el

apagado de la luz (18:00hrs) y DE corresponde al inicio de la actividad locomotriz.

Para determinar ®OE dia a dia, se analiz6 la matriz de datos de cada registro con un
algoritmo disefiado en Excel que funcioné en el 92% de los casos. El algoritmo marcaba como
@E el punto en el que por mas de 60 minutos la actividad era mayor al promedio de actividad
en la fotofase, permitiendo que hubiese un periodo de 10 minutos sin actividad. Todos los
datos fueron corroborados posteriormente por ajuste visual (por tres observadores) sobre los

actogramas de doble grafica'® obtenidos en ACTIVIEW.

Oscilacién espontanea

En condiciones de oscuridad constante se determind:

a) El periodo endégeno () a través del periodograma de X* (mediante DISPAC).
b) Las proporciones promedio de actividad («) y reposo (o). « fue considerado como
la diferencia entre el final y el inicio de actividad, por su parte o se calculé como la

diferencia entre el final de la actividad y el inicio de ésta en el ciclo siguiente.

La valores de inicio de actividad (DE) se obtuvieron con el algoritmo descrito
anteriormente; por su parte, el final de actividad (GM) se determind con un algoritmo
disefiado en Excel, el cual consistia en marcar como final de fase el punto en el que por
mas de 60 minutos la actividad era mayor al promedio de actividad durante el periodo
de reposo, seguido de 60 minutos continuos con actividad menor al promedio de
actividad en reposo, permitiendo que hubiese un periodo de 10 minutos sin actividad.

En este caso el algoritmo funcioné en el 85% de los casos.

¢) Por dultimo, los valores promedio de actividad durante o y o se obtuvieron

ajustando la matriz de datos de cada animal a un dia con una duracién igual al valor

16 Actograma graficas de la actividad locomottiz por horas del dia (eje x) contra dias de registro (y). En el caso
de las dobles graficas en el lado izquierdo se grafica el dia anterior de manera que se tienen 48 horas de registro

[Tt

sobre el eje de las “x”.
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de 1 obtenido. La nueva matriz fue graficada en ACTIVIEW. Para separar los
periodos de actividad y reposo, se determin6 el promedio de @E y @M con los
algoritmos antes descritos. Después de lo cual se graficaron los perfiles de actividad

promedio de los cuales se obtuvo los valores de a y .

RESULTADOS
Peso y consumo de alimento

Al comparar el peso promedio de los individuos de N. alstoni (Fig. 2.3-A), se observa
que existen diferencias significativas entre los fenotipos delgado y obeso de ambos grupos; S-D
50+ 2¢g)vs S-O (755 £ 4 g) yF-D (48 £ 2 g) vs F-O (68 £ 3 g). Por otra parte, se encontrd
que el grupo silvestre obeso presentd un peso mayor al observado en el grupo F1 obeso. La
diferencia de pesos entre grupos fue confirmada por el indice de Lee (Fig. 2.4-B) en donde los
organismos obesos presentaron valores mas altos en el indice de Lee (S-O = 348 £ 28 UA; F-
O =370 £ 7 UA), con respecto a lo organismos delgados (S-D = 272 = 18 UA; F-D = 300 *
5 UA); en este caso, también se encontraron diferencias entre el grupo silvestre y F1 de el

fenotipo delgado.

A) * B) *

0y T L R

~ @

s 3
H

W  w oA

S & 8

8 3 8
B3

~
>
3

200 OSilvestres

c
2 OSilvestres
¢ uFL

mFl

<y
indice de Lee (UA)
—
5
3

=
S
3

o
3

o

Delgados Obesos Delgados Obesos

Figura 2.3. A) Media del peso corporal £ 2e. e., y B) media del indice de Lee 2 c. e. Las barras claras
representan el grupo de silvestres (S-D, n=36 y S-O, n=34) y las barras grises el grupo de F1, (F-D, n=21y F-O,
n=18). *: diferencia significativa (p<0.05) entre delgados »s obesos .#: diferencias significativas entre F1 vs
silvestres del mismo fenotipo ( p<0.05).
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Paralelo a estos experimentos, se realizo un monitoreo de consumo de alimento en
machos silvestres de N. alstoni . En este caso se midi6 el consumo durante la fase de luz y
oscuridad por 2 semanas, con el fin de determinar si existfan variaciones en la ingesta de
alimento entre organismos delgados y obesos. Sin embargo no se encontraron diferencias

significativas en el consumo de alimento en el dia y la noche, entre los fenotipos (Fig. 2.5).
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Figura 2.4. Media del consumo de alimento en gramos £ 2 e. e. en machos silvestres delgados (S-D, n = 10) y
obesos (§-O, n=10).

Sincronizacioén a ciclos LO 12:12

El ritmo circadiano de actividad locomotriz de ratones macho de la especie IN. alstoni se
sincroniz6 a ciclos LO 12:12, sin presentar diferencias significativas entre el periodo de
animales delgados (S-D, T=24%0.02 h; F-D, T=24%0.04 h,) y obesos (S5-O, T=24%0.04 h; F-
O, T=24%0.05 h). De los animales silvestres obesos, dos organismos de 36, no se
sincronizaron presentando periodos de 22 h y 25.5 h, por lo cual no se utilizaron para los

analisis siguientes.

Al comparar los parametros del perfil de actividad locomotriz (Fig. 2.5), no se
encontraron diferencias significativas en los valores promedio de actividad total, actividad en
fotofase (luz) o en escotofase (oscuridad) entre los grupos S-D y S-O. Sin embargo, el grupo F-
D presenté mayor actividad promedio total y en la escotofase, con respecto a los grupos S-D

y F-O (Fig. 2.6).
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Por su parte no se encontraron diferencias significativas en el indice r (actividad en la
fotofase / actividad en la escotofase) (Fig. 2.5), lo que nos indica que animales delgados y

obsesos de ambos grupos se comportan como tipicamente nocturnos.

D 50 FD FO |05
Actividad Promedio 3 1844 672 16 H

Activioad ena fotofase 1) i) 148 1057 *
Actividad en a escotofase 4t 358 12040 Ji4) H
Indice r 013008 010 013005 0154005

Tabla 2.5.- Muestra la comparacién de los valores de las medias £ 2 e. e. de los pardmetros de actividad en
condiciones de LO 12:12 del ritmo circadiano de actividad locomotriz en la especie N. alstoni, entre silvestres
delgados (S-D, n=30), silvestres obesos (S-O, n=34), F1 delgados (F-D, n=21) y F1 obesos (F-O, n=18). Los
valores de actividad estin dados en movimientos promedio por unidad de muestreo (10 min). *:diferencia
significativa entre animales delgados y obesos; #: diferencia entre animales silvestres y F1.

A) Fotofase B) Escotofase
*

180 - 1807 || \
o 160 4 160 -
S 140 1 140 A
£ 120 A 120 A
a 1001 1001 O Silvestres
T 80+ 80 A
T 60 A 60 - "Fl
2 40 - 40
< 20 i 20 -

0 T '_X_ﬁ—l 0 T
Delgados Obesos Delgados Obesos

Figura 2.6.- Actividad promedio * 2 e. e. en fotofase (A) y escotofase (B) del ritmo de actividad locomotriz
deratones N. alstoni machos sincronizados a un ciclo LO 12:12. Las barras claras representan el grupo de silvestres
(S-D, n=36 y S-O, n=34) y las barras grises el grupo de F1, (F-D, n=21 y F-O, n=18). Los valores de actividad
estan dados en movimientos promedio por unidad de muestreo (10 min). *: diferencia significativa (p<<0.05) entre
los grupos indicados.
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En la Figura 2.7 se muestran actogramas y curvas de actividad promedio de machos
sincronizados a un ciclo LO 12:12; silvestres delgados (Fig. 2.7--A), silvestres obesos (Fig. 2.7-
C), F1 delgados (Fig. 2.7-B) y F1 obesos (Fig. 2.7-D). Se puede observar que el grupo F-D

presenta mayor actividad durante la escotofase con respecto al resto de los grupos.
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Figura 2.7- Actogramas representativos del ritmo circadiano de actividad locomotriz de machos de IN. alstoni.
Panel superior: actogramas de grafica doble; en el eje x se representan 48 h de registro continuo y en el eje y dias
de registro. Panel Inferior: Perfiles de actividad promedio en LO 12:12. A) silvestre delgado, B) F1 delgado, C)
silvestre obeso, D) F1 obeso. La barra superior en ambos paneles indica los periodos de luz (clara) y oscuridad
(negra). La etiqueta al final de cada columna corresponde al individuo registrado.Los actogramas y perfiles de
actividad fueron graficados tomando como méximo de actividad 120 conteos/10 minutos.

Con respecto a la relaciéon que se establece entre el sincronizador y el ritmo endégeno
(Fig. 2.8), no se encontraron diferencias entre animales delgados y obesos. Sin embargo se
observa que W en ratones silvestres tiene valor negativo (S§-D: W=-16 * 2 min; S-O: W=-20 £
7 min), es decir, el inicio de la actividad se da después del apagado de la luz, mientras que en

animales F1 es positivo (F-D: ¥=0 .3+7 min; F-O: ¥= 517 min).

41



Angulo de Fase
*

15.0 1

10.0 -
5.0 A I
0.0 T
5.0 - |
igg 1 [ O Silvestres
-20.0 1 \ I "Fl

-25.0 -

-30.0 “
-35.0 -

Minutos

Delgados Obesos

Figura 2.8. Promedio del 4ngulo de fase en minutos 2 e. e. del ritmo de actividad locomottiz bajo un ciclo LO
12:12. Las barras claras representan el grupo de animales silvestres (S-D, n=36 y S-O, n=34) y las barras grises el
grupo de animales F1 (F-D, n=21 y F-O, n=18). El * indica diferencias significativas (p<0.05) entre los grupos
indicados. Si la relacién de fase es positiva el inicio de actividad precede al apagado de la luz, si en negativa se da
después del apagado de la luz.

El analisis de estadistica circular (Fig. 2.9-A) mostr6 diferencias (p<<0.05, prueba de
Mardia Watson) entre inicios de actividad de los grupos S-D (18:15+00:10) »s F-D
(17:57£00:08) y S-O (18:20+00:06) vs F-O (17:54£00:08). Los organismos silvestres (S-D y S-
O) inician su actividad después del apagado de la luz mientras que en los animales F1 (F-D y

F-O) el apagado de la luz coincide con el inicio de la actividad.

Por dltimo, al analizar los datos de acrofase (Fig. 2.9-B) se observa que los vectores
promedio se encuentran alrededor de las 23:30 (S-O: 23:231£00:24; F-D: 23:25+00:28; F-O:
23:24100:36). El unico grupo que presentd diferencias significativas fue S-D (22:43100:14).
Un punto importante es que, en los organismos silvestres, la acrofase presenta una dispersion

mayor de los datos con respecto a los grupos de animales F1.
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Figura 2.9.- Fases del ritmo circadiano de actividad locomotriz del ratén de los volcanes sincronizados a un ciclo
LO 12:12. A) Graficas circulares del inicio de actividad. B) Graficas circulares de la acrofase. A) S-D (n=36). S-O
(n=34). F-D (n=21) F-O (n=18). Los puntos azules representan la fase de un individuo y las lineas negras el
vector promedio.
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En la figura 2.10 se muestran actogramas del ritmo circadiano de actividad locomotriz
del raton de los volcanes sincronizados a ciclos LO 12:12. Los animales silvestres inician su
actividad 15 minutos después del apagado de la luz (Fig. 2. -A, B) mientras que en los animales
F1 el inicio de actividad coincide con el apagado de la luz (Fig. 2.10-C, D). Por otra parte se
puede ver que la acrofase de actividad ocurre cercana de las 24:00 h (Fig. 2.10-B, C, D),

excepto en el actograma del animal S-D, en donde se presenta 1 h antes (Fig. 2.10-A).
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Figura 2.10.- Actogramas de grafica doble del ritmo circadiano de actividad locomotriz de machos obesos de
N.alstoni. En el eje x se representan 48 h de registro continuo y en el eje y los dias de registro. La batra superior
indica las fases de luz (clara) y oscuridad (negra). A) Silvestre delgado B) Silvestre obeso C) F1 delgado. D) F1
obeso. La flecha azul indica la linea de la hora promedio de acrofase. Ia etiqueta al final de cada columna
cotresponde al individuo registrado.

Oscilacién espontanea

Bajo condiciones de oscuridad constante el periodo endégeno del ritmo de actividad
no presenté diferencias significativas entre animales delgados S-D (t=23.7+0.1 h; Fig. 2.11-A),
F-D (t=23.7£0.08 h; Fig. 2.11-B) y obesos S-O (1=24.110.3 h; Fig. 2.11-C), F-O (=24.1+0.5
h; Fig. 2.11-D). Sin embargo, los grupos S-O (Fig. 2.12-A) y F-O (Fig. 2.12-B) presentan una
frecuencia més alta de individuos con periodos mayores a las 24hrs con respecto a los ratones

delgados (S-D Fig. 2.12-A, F-D Fig. 2.12-B).
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Figura 2,11.- Actogramas de grafica doble (parte superior) representativos del ritmo circadiano de actividad
locomotriz de machos del ratén de los volcanes. La barra superior indica las fases de luz (clara) y de oscuridad
(negra). En la parte inferior se muestra el periodograma correspondiente a la condicién de OO. A) Silvestre
delgado B) Silvestre obeso C) F1 delgado. D) F1 obeso. La etiqueta en la parte superior del actograma
corresponde al individuo registrado.
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Figura 2.12.- Histogramas de frecuencia de periodos del ritmo espontaneo de actividad locomotriz encontrados
en los animales silvestres (A) y F1 (B) de la especie N. alstoni. Las barras claras representan a los organismos
delgados y las barras grises animales obesos. Los obesos presentan mayor cantidad de casos con periodos largos.

Al analizar las proporciones de actividad durante las fases de actividad (o) y de reposo
(o) del ciclo espontaneo (Fig. 2.13-A) se encontré que los animales silvestres presentan una
duracién proporcional de p significativamente mayor (S-D 13:13200:30 h, S-O 13:08£00:26 h)
con respecto a la duracién de o (§-D 10:27+00:30 h, S-O 10:36+00:27 h). En el caso de los
organismos F1 la duracién proporcional de a y o fue parecida entre F-D («=11:35£00:35 h,
0=12:06%00:35 h) y F-O («=12:19£00:55 h, 0=11:27+00:57 h). Es decir, existe una tendencia
al aumento en la duracién de la fase de actividad en los organismos F1 con respecto a los

silvestres. Lo anterior puede observarse en los actogramas de la figura 2.11 en donde los
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organismos silvestres (S-D Fig. 2.11-A, S-O Fig. 2,11-B) tienen en general menos horas de

actividad en comparacién con los organismos F1 (F-D Fig. 2.11-C, F-O Fig. 2.11-D).

Por lo que respecta a la cantidad promedio de actividad (Fig. 2.13-B), no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos durante el periodo de reposo (S-D=917
bin, S-O=6%1 bin, F-D=17%5 bin, F-O= 9%4 bin), mientras que en el periodo de actividad el
grupo F-D se caracterizé por ser significativamente mas activo (S-D=52129 bin, S-O=32%9

bin, F-D=111%37 bin, F-O=65%36 bin).
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Figura 2.13.- A) Grafica de duracién proporcional de las fases de actividad («; batras claras) y de reposo (p; barras
oscuras) del ritmo de actividad locomotriz en OO. S-D (silvestres delgados n=30), S-O (silvestres obesos, n=34),
F-D (F1 delgados, n=21) y F-O (F1 obesos, n=18). *: diferencia significativa (p<0.05) entre o y o del mismo
grupo; #: diferencia entre los grupos indicados. B) Gréfica de la actividad promedio & 2 e. e. en o y . Las barras
claras representan al grupo de animales silvestres y las barras grises al grupo F1. Los valores de actividad estin
dados en eventos por unidad de muestreo. *: diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) entre las 2 barras
contiguas.
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DISCUSION

Los seres vivos presentan variaciones diarias en muchos de sus procesos metabdlicos,
las cuales son conducidas por el sistema circadiano, que es el encargado de la organizacién
temporal en los pardmetros fisiolégicos y conductuales de los organismos. Por otra parte, se ha
demostrado que el metabolismo también puede afectar el funcionamiento de este sistema
(Delezie & Challet, 2011; Froy, 2010; Green et al., 2008). Como se mencioné en el Capitulo 1,
el ratén de los volcanes es un animal que bajo condiciones de cautiverio presenta una
tendencia a desarrollar obesidad, la cual va acompafiada de desérdenes metabdlicos como
hiperleptinemia, hiperinsulinemia e intolerancia post-prandial a la glucosa(Carmona-Alcocer et

al., 2012, Anexo 1; Fuentes-Granados, 2011).

En este estudio se observo que animales silvestres y F1 mantenidos en cautiverio con
una dieta regular para roedores desarrollan obesidad en un 50 a 60% de su poblacién, como lo
reportado en otros estudios (Carmona-Castro, 2006). Sin embargo cuando se compara el peso
entre animales silvestres y F1 con fenotipo obeso (Fig. 2.3-A), se observa que lo animales F1
tienen un peso significativamente menor, esta variacion en el peso alcanzado en animales F1
con fenotipo obeso podria deberse a que en las poblaciones naturales la disponibilidad de
alimento suele ser un factor limitante , por lo que cambios en el estado nutricional de las
madres o en las primeras etapas del desarrollo de los individuos podrian favorecer el desarrollo

de obesidad en la etapa adulta (Canani et al., Gluckman & Hanson, 2008).

Otra forma de determinar el fenotipo obeso en roedores es utilizar indice de Lee, el
cual considera la longitud naso anal y el peso del individuo (Ernsberger et al., 1999; Rogers &
Webb, 1980). En el caso de IN. alstoni el indice de Lee confirmo la diferencia entre los grupos
delgados y obesos (Fig. 2.3-B). En este caso, las diferencias encontradas entre obesos del grupo
silvestre y F1 no se observaron al tomar en cuenta este indice. Por lo que esta diferencia puede
ser debida a una mayor variabilidad en la talla de los organismos silvestres, lo que también
explicarfa la mayor variabilidad encontrada para el caso de organismos silvestres. Asi, si bien el
peso, es un indicador importante del fenotipo obeso, el uso del indice de Lee para determinar

obesidad en roedores parece ser mas preciso.
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Un punto interesante es que no se encontraron diferencias significativas en el consumo
de alimento en la fase de luz y oscuridad (Fig. 2.4), a diferencia de lo observado en otros
modelos de obesidad, en donde se ha reportado una asociaciéon entre la obesidad y un mayor
consumo diurno de alimento (Fukagawa et al., 1992; Turek et al, 2005). Sin embargo, en
humanos y en algunos modelos de obesidad la conducta de hiperfagia no siempre esta presente
en la condicién de obesidad y en este caso el incremento en peso se ha asociado a una
disminucién en el gasto de energfa (Devalaraja-Narashimha y Padanilam, 2010; Segal, 1990).

Por lo que un menor gasto energético podria ser el responsable de la obesidad en IN. alsotzi.

A pesar de que se existen estudios sobre algunas de las alteraciones metabdlicas
presentes en animales obesos de la especie N. alstoni (Carmona-Castro, 2006; Diego-Magafia,
1999; Fuentes- Granados, 2011); este es el primer estudio que se realiza sobre la relacion entre

la obesidad y alteraciones en el sistema circadiano en esta especie.

Los resultados muestran que los animales obesos de la especie IN. alstoni sincronizan sus
ritmos circadianos de actividad locomottiz a los ciclos LO 12:12 (Fig. 2.7). En el caso del
grupo F1 se presentando una disminucién de la actividad en el periodo de oscuridad en el caso
del fenotipo obeso (Fig. 2.6, 2.7), como lo observado en otros modelos de obesidad (Mendoza
et al., 2008; Murakami et al., 1995; Turek et al., 2005). Sin embargo este efecto no se encontrd

en organismos silvestres.

El hecho de no encontrar diferencias de amplitud entre organismos silvestres, puede
ser una consecuencia de la variabilidad en la historia previa de los organismos, que incluye
factores como la edad; la cual se ha demostrado tiene efectos sobre la expresion de los ritmos
circadianos (Kolker et al., 2004; Possidente et al., 1995; Scarbrough et al., 1997). Por otra parte,
este cambio en la amplitud, también se ha encontrado entre hembras delgadas y obesas de IN.
alstoni (Carmona-Alcocer et al., 2012, Anexo 1), lo que confirma que la obesidad puede estar

asociada a una disminucion en la amplitud del ritmo de actividad locomottiz.

Las razones por las que la condicién obesidad podtia estar asociada a una diminucién
en la amplitud de la actividad locomotriz no son claras. En este sentido, se sabe que sefiales
metabdlicas como la leptina pueden actuar a nivel del NSQ a través de sus receptores
(Elmquist et al., 1998; Guan et al., 1997), provocando cambios en el potencial de membrana de

las células (Inyushkin et al, 2009). Ademds, inyecciones intraventriculares de leptina en
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animales sin alteraciones metabdlicas pueden llevar a una disminucién de la actividad
locomotriz en el periodo de oscuridad (Mendoza et al., 2011), como lo observado en animales
F1 obesos de N. alstoni. Sin embargo, la interpretaciéon de los resultados debe ser cuidadosa; ya
que si bien se ha encontrado un estado de hipetletinemia en animales silvestres obesos
(Carmona-Alcocer et al., 2012, Anexo T), estos no presentan cambios en la amplitud, por otra
parte la condiciéon de obesidad suele estar asociado a un estado de resistencia a la leptina
(Banks et al., 1999; Bays et al., 2008; Henry et al., 2012). Por lo cual se vuelve importante
dilucidar el efecto de sefiales metabdlicas como la leptina en animales obesos. Por ultimo, no
podemos descartar que la diminucién en la actividad sea un estado que precede al desarrollo

de la obesidad en esta especie.

Al analizar la relacién de fase que se establece entre el ritmo de actividad locomotriz y
el sincronizador, se observa que el inicio de actividad precede al apagado de la luz en animales
silvestres, mientras que en organismos F1 coincide con el apagado de la luz (Fig. 2.8). En el
caso de machos de IN. a/stoni no se encontraron efectos de la obesidad sobre la relacion de fase,
contrario a lo observado en hembras silvestres de esta especie (Carmona-Alcocer et al., 2012,
Apnexo 7). Asi, la relacion de fase que N. alstoni establece con ciclos luz-oscuridad puede
cambiar por factores como la obesidad, el sexo y las condiciones ambientales en las que se ha
desarrollado el organismo, tal como se ha reportado para otras especies (Benloucif et al., 1997;
Calisi & Bentley, 2009; Fukagawa et al., 1992; Mistlberger & Holmes, 2000), poniendo de
manifiesto una gran plasticidad en el sistema circadiano. El hecho de presentar una amplia
variabilidad en las relaciones de fase establecidas con los ciclos luz obscuridad, podria facilitar

el adaptarse a diferentes condiciones ambientales (Pittendrigh & Daan, 1976b).

En condiciones de oscuridad constante, no se observaron diferencias significativas en 1
entre animales delgados y obesos. Sin embargo, entre los animales obesos se presentaron mas
casos de periodos endogenos largos (Fig. 2.11, 2.12). El alargamiento en t se ha reportado en
otros modelos de obesidad y se ha interpretado como cambios en la fuerza de acoplamiento
del sistema circadiano (Kohsaka et al., 2007; Mendoza et al., 2008; Murakami et al., 1995). Los
cambios de periodo (1) también se han reportado en casos como el envejecimiento (Kolker et
al., 2004; Possidente et al., 1995; Scarbrough et al., 1997), en donde se han atribuido a una
deficiencia en la sefial de la melatonina (Benloucif et al., 1997; Reeth et al., 2001), hormona que

es considerada uno de los mecanismos de acoplamiento entre las neuronas del NSQ y entre el
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NSQ vy los osciladores periféricos (Ibata et al., 1999). El hecho de que los animales con
fenotipo obeso del grupo silvestre y F1 presenten un mayor numero de individuos con
periodos largos descarta la posibilidad de que el alargamiento de periodo observado sea una

consecuencia de la edad.

Otra posibilidad seria que la mayor frecuencia de periodos largos observada en los
fenotipos obesos se ha debida a un cambio en el acoplamiento entre los osciladores
(Pittendrigh & Daan, 1976b). Las condiciones que pueden llevar a un desacoplamiento entre
los osciladores encargados de generar los ritmos son diversas e incluyen: condiciones de
iluminacién constante (de la Iglesia et al., 2000; Ohta et al., 2005); asi como, deficiencias en
seflales de acoplamiento en el NSQ, en este sentido se ha reportado que animales con
deficiencias funcionales de VIP o de su receptor se presenta una mayor variabilidad en t© (Aton

et al., 2005).

Un punto a resaltar son las diferencias encontradas entre animales silvestres y animales
nacidos en bioterio. Asi, en ciclos de luz-oscuridad, se encontré que los inicios de fase y las
acrofases del ritmo de actividad locomotriz (Fig. 2.9, 2.10) son mas precisos en animales
silvestres comparados con animales de bioterio. Por lo que respecta a organismos registrados
en condiciones de oscuridad constante, los animales silvestres tienen menor nimero de horas
de actividad () (Fig 3.9-3.10). Las diferencias entre animales silvestres y de bioterio se han
reportado en otros estudios (Calisi & Bentley, 2009) que muestran que los patrones ritmicos de
actividad suelen ser mas precisos en animales silvestres (Urrejola et al, 2005) y las
proporciones de o y o pueden cambiar (Rattenburg et.al., 2008),. Esto es similar a lo observado
en N. alastoni en donde los animales silvestres presentan una mayor proporcion de o, mientras
que en organismos F1 se observa una proporcién igual de a y p. Lo anterior se he interpretado
como un fenémeno de plasticidad del sistema circadiano y pone de manifiesto la importancia
de las presiones ambientales en la plasticidad de los patrones ritmicos observados (Calisi &

Bentley, 2009).

Asi, en este estudio encontramos que los patrones ritmicos de actividad locomotriz en
condiciones de luz—oscuridad y en condiciones de oscilacién espontinea pueden verse
modificados por condiciones como la obesidad y las condiciones ambientales en las cuales se

desarrollan las individuos. A pesar de las diferencias encontradas entre el grupo de silvestres y
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F1, hubo cambios en los patrones ritmicos que fueron consistentes en todos los organismos
con un fenotipo obeso como una mayor numero de individuos con periodo largo en
condiciones de oscuridad constante por lo que es probable que los animales obesos presenten

cambio en la sensibilidad del sistema circadiano a pulsos de luz.
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CAPITULO 3: EFECTOS DE LA OBESIDAD SOBRE LA CAPACIDAD
DE SINCRONIZACION NO PARAMETRICA A LA LUZ

MODELOS DE SINCRONIZACION

Existen diversos estimulos capaces de ajustar los ritmos circadianos, entre los que
encontramos la disponibilidad de alimento (Stephan, 2002), sefiales sociales (Mistlberger &
Skene, 2004) y los ciclos de luz oscuridad (Golombek & Rosenstein, 2010; Morin & Allen,
2000). Sin embargo, la sefial mas poderosa es la alternancia entre la luz y la oscuridad. Con base
en los estudios de la influencia de la luz sobre el sistema circadiano se han propuesto dos
modelos para explicar el mecanismo por el cual los relojes circadianos se sincronizan a los

ciclos ambientales (Aschoff, 1960; Daan & Pittendrigh, 1976; 1976b; Johnson et al., 2003).
Sincronizacién paramétrica

El modelo de sincronizacién paramétrica o continua se basa en observaciones
experimentales en las que el periodo 1 se modifica dependiendo de la intensidad de la luz
aplicada. Este modelo se enfoca en los cambios graduales en la intensidad y duracién de los
estimulos que existen en el medio ambiente, y propone que el zeitgeber genera aceleraciones y
desaceleraciones continuas en la velocidad angular del reloj bioldgico, en este sentido el ajuste
al ciclo de luz —oscuridad es continuo, presentindose una aceleraciéon de t en el dia y

desaceleraciones en la noche (Aschoff, 1960)
Sincronizacién no paramétrica

Por su parte, el modelo no paramétrico, también llamado discreto, propone que son los
efectos ambientales transitorios, semejantes al amanecer y anochecer, los responsables de la

sincronizacion.

Este modelo asume que el efecto principal del zeitgeber para ajustar el ritmo circadiano
se ejerce por pulsos de la seflal sincronizadora, aplicados en diferentes momentos del ciclo
circadiano; por lo que un breve pulso presentado de manera periddica es capaz de ajustar el
ritmo. En este caso, el ajuste del ritmo se da por que los pulsos de luz provocan cambios en la
fase del ritmo ya se adelantandolo o retrasindolo, por lo que la sincronizacién con el ciclo

ambiental se alcanza cuando el cambio en la fase del ritmo iguala a la diferencia entre el
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periodo ciclo ambiental y el periodo endégeno (Daan & Pittendrigh, 1976; Johnson et al.,
2003; Pittendrigh, 1993). Asi se demostré que los organismos eran capaces de sincronizar su
ritmo de actividad locomotriz a un pulso de luz diario o a dos pulsos que simulaban el

amanecer y el anochecer (Daan & Pittendrigh, 19706; Pittendrigh & Daan, 1970).

LA CURVA DE RESPUESTA DE FASE (CRF)

Los elementos esenciales para entender el modelo de sincronizacién no paramétrico
son el periodo en libre curso y la Curva de Respuesta de Fase (CRF) (Daan & Pittendrigh,
1976). Cuando un organismo se encuentra en condiciones constantes los pulsos del

sincronizador pueden provocar tres respuestas por parte del sistema circadiano (Fig. 3.1):
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Figura 3.1.- Esquema de los posibles efectos de un pulso de luz en el ritmo circadiano de actividad locomotriz
(Modificado de Golombek & Rosenstein, 2010). Las rayas representan la actividad. A®D es el cambio de fase.
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2) Que el ritmo en libre curso no se altere y, por lo tanto, que el marcador de fase

ocurra a la hora prevista.

b) Que ocurra un retraso de fase y que el marcador de fase se presente después de lo

previsto.

¢) Que se presente un adelanto de fase y el marcador de fase se observe antes de lo

previsto.
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Las respuestas descritas arriba son las que permiten al sistema circadiano ajustar © con el
petiodo del zeitgeber. La CRF es la forma grafica de indicar la magnitud y la direcciéon de un
cambio de fase inducido por un estimulo, en funcién de la hora circadiana en la cual se aplicd
el mismo. Por convencién, los avances de fase son expresados como valores positivos y los

retrasos como valores negativos (Daan & Aschoff, 2001; Daan & Pittendrigh, 1970).

Construccion de la CRF

La construccién de la CRF se basa en dos aspectos: el primero, es que los pulsos de un
sincronizador como la luz provocan cambios en el sistema circadiano y el segundo es que los
cambios que se producen en el sistema dependen de la sensibilidad diferencial ante el mismo

estimulo a lo largo del ciclo.

Existen diferentes métodos para obtener la CRF de un ritmo como la actividad
locomotriz, los cuales fueron propuestos por Aschoff en 1965. La estrategia mas utilizada
consiste en colocar a los organismos bajo condiciones de oscuridad constante para, después de
varios dfas en oscilacién espontinea, dar un pulso del estimulo (luz) en una fase
predeterminada del ritmo registrado. Posteriormente se deja a los organismos en condiciones
de oscuridad constante por varios dias mas, con el fin de evaluar el cambio de fase. Algunos

puntos importantes a considerar se muestran en la Fig. 3.2:

e Al aplicar un estimulo, la nueva fase se observa después de un numero de ciclos
transitorios que son los ciclos necesarios para que el cambio de fase se
establezca plenamente.

e En condiciones de libre corrimiento no se tiene referencia temporal externa,
por lo que se habla de un tiempo circadiano (T'C). Se establece un “dia
subjetivo” que corresponde a la fase del ciclo que en condiciones naturales
estarfa expuesta al periodo de luz y por el contrario una “noche subjetiva” que
corresponde a la fase del ritmo que estarfa expuesta a la oscuridad. En un
animal nocturno el inicio de la actividad locomotriz marca el comienzo de la

noche subjetiva, esta fase se denomina TC 12.
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e DPor ultimo es importante considerar que la magnitud del cambio de fase
depende de la intensidad y duracién del estimulo(Daan & Pittendrigh, 1976;
Johnson, 1999; Johnson et al., 2003).

Dia Subjetvoe Moche Subjetna

v

CT 12

Figura 3.2.- Consideraciones para calcular un cambio de fase (Modificado de Golombek & Rosenstein, 2010)

Caracteristicas de la CRF

En todas las especies estudiadas hasta el momento se ha confirmado que las
caracteristicas de la curva de respuesta de fase (CRF) a la luz son similares,
independientemente de los habitos diurnos o nocturnos de la misma (Johnson, 1990). Asi la

respuesta del sistema circadiano a un pulso de luz se caracteriza por presentar tres zonas (Fig.

3.3):
a) Zona de atrasos de fase, que corresponde a la noche subjetiva temprana.
b) Zona de avances de fase, que corresponde a la noche subjetiva tardia.
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¢) Zona muerta, en la cual el sistema circadiano es insensible a la luz y se presenta en el

dia subjetivo

Adelantos

Cambios de Fase

Retrasos

Dia Subjetivo Noche Subjetiva

Figura 4.3.- Forma general de la CRF para pulsos de luz.

A pesar de que la forma de la CRF es parecida en todas las especies, existen diferencias
intraespecificas e interespecificas en la magnitud de los cambios de fase. Se ha sugerido una
relacién entre el periodo del ritmo (t) y la CRF, en donde animales con periodos cortos tienen
una proporcion retrasos/avances mayor con respecto a especies con petiodos largo (Daan y

Pittendrigh, 1976; Johnson, 1999; Johnson et al., 2003) .

MECANISMOS DE SINCRONIZACION A LA LUZ

Para la sincronizacién es importante que la informacién llegue NSQ; en el caso de
mamiferos la luz ambiental es detectada en la retina a través de células fotorreceptoras.
Estudios en roedores mutantes de conos y bastones demostraron que la capacidad de

sincronizacion se mantiene a pesar de la ausencia de los fotorreceptores clasicos (Foster et al.,
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1991; Freedman et al., 1999). Algunas lineas de evidencia apuntan a que la informacién
luminosa que llega al NSQ es transducida por un grupo de células ganglionares fotosensibles
(Berson et al., 2002; Hattar et al., 2002; Provencio et al., 2002). Entre los fotopigmentos
responsables de percibir la informacién luminosa se ha propuesto a la melanopsina (Giler et
al., 2008; Hattar et al., 2002; Mrosovsky & Hattar, 2003) y los criptocromos (Thresher et al.,
1998). En el caso de la melanopsina se ha demostrado que se requiere para la sincronizacion de
los ritmos a los ciclos luz-oscuridad (Hattar et al., 2003; Panda et al., 2003), sin embargo
animales carentes de melanopsina conservan cierta capacidad de sincronizacién (Doyle et al.,

2008; Peirson et al., 2004), por lo que deben existir otros fotopigmentos circadianos.

Los axones de las células ganglionares que poseen melanopsina forman el tracto
retinohipotaldmico (TRH), el cual proyecta principalmente a la regioén ventrolateral del NSQ
(Johnson et al., 1988; Shibata & Moore, 1993), liberando los neurotransmisores glutamato,
péptido activador de la adenilato ciclasa (PACAP) y sustancia P (Ebling, 1996; Hannibal, 2002).
El NSQ también recibe una entrada indirecta de la luz a través de la hojuela intergeniculada
(IGL) y el tracto geniculohipotalamico (LGN); los cuales utilizan como neurotransmisores el
acido gamma-amninobutirico (GABA) y el neuropéptido (NPY),respectivamente (Harrington,
1997; Park et al., 1993). Por su parte, el ucleo dorsal del rafé y el nucleo paraventricular del
talamo (PVT) tienen un papel importante como moduladores de la respuesta del NSQ a la luz

(Golombek & Rosenstein, 2010; Salazar-Judrez, et al., 2002).

Sefializacion intracelular en la sincronizacion a la luz

Los procesos de sefializacion involucrados en la sincronizacion a la luz son complejos.
Se ha propuesto que los pulsos de luz en la retina inducen la liberacién de glutamato por parte
del TRH, el cual interactiia con los receptores tipo NMDA' de las células del NSQ (Ding et
al., 1994; Vindlacheruvu et al., 1992). Por su parte la liberacién de PACAP patece tener un
efecto neuromodulador en la respuesta a pulsos de luz (Chen et al., 1999; Tischkau et al.,

2000).

7 NMDA N-metil D-aspartato
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Hasta la fecha se han propuesto dos vias de sefializacién por las cuales las células del
NSQ pueden responder a pulsos de luz en la noche subjetiva (Fig. 3.4). Los pulsos de luz
aplicados en la noche subjetiva temprana ocasionan la entrada de calcio por los receptores
NMDA, el calcio entrante activa los canales de ryanodina (RyR) del reticulo endoplasmico. La
liberacién de los depésitos intracelulares de calcio lleva a la activacién de cinasas, como las
calmodulinas dependientes de calcio (CaMKs) y cinasas reguladas por seflales extracelulares
(ERK), y a la fosforilacién del factor de transcripcion CREB (P-CREB), provocando un
retraso de fase del reloj (Ding et al., 1998; Obrietan et al., 1999).

Por su parte la entrada de calcio, por un pulso de luz dado durante la noche subjetiva
tardfa, lleva a la activacién de calmodulinas como la CaMKII que fosforila a la enzima 6xido
nitrico sintasa (NOS), lo que aumenta la formaciéon de 6xido nitrico e induce la formacién de
GMP ciclico, el cual activa la proteina cinasa G (PKG) que fosforila CREB" (P-CREB),
teniendo como resultado un avance en el reloj (Ding et al., 1998; Ding et al., 1997; Mathur &

Golombek, 1996; Weber et al., 1995).
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Figura 3.4.- Esquema de las cascadas de sefalizaciéon que se activan en la noche subjetiva ante un estimulo
luminoso. Glutamato (GLU), receptores NMDA (NMDA-R), 6xido nitrico sintasa (NOS), 6xido nitrico (NO),
canales de ryanodina (RyR), proteina quinasa G (PKG). Tomado de Gillette &. Mitchell, 2002.

8 CREB proteina de unién al elemento de respuesta a AMPc
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Induccion de genes en el NSQ por pulsos de luz

En resumen, los pulsos de luz en la noche subjetiva llevan a la fosforilacion de CREB
(P-CREB), el cual puede actuar como un factor de transcripcion al unirse a los elementos CRE
en la regiéon promotora de diversos genes como los genes de periodo (per) o el gen de
expresion temprana ¢-fos (Ginty et al.,, 1993; Obrietan et al., 1999; Tischkau et al., 2003). Los
genes de periodo (perl y per 2), ademds de ser fotoinducibles en la noche subjetiva, son parte
del mecanismo molecular de oscilacién y el aumento en su transcripcion se ha relacionado con
los cambios de fase del sistema circadiano (Albrecht et al., 1997; Shearman et al., 1997). Asi se
ha demostrado la fotoinduccion en el NSQ de los genes per? y per2, sin encontrar este efecto
en los genes ayl, ey2 y ey 3 (Best et al,, 1999; Field et al., 2000; Shearman et al., 1997;
Shigeyoshi et al., 1997; Zylka et al., 1998). Por su parte, el incremento en la expresion de estos
genes por un pulso de luz inicia en la regién ventrolateral del NSQ, viajando posteriormente
hacia la regién dorsomedial, en donde los retrasos de fase estin acompafiados de un aumento
en la expresion de Per2, mientras que los avances de fase se correlacionan con un aumento en
la expresion de Perl (Yan & Silver, 2002, 2004). Por lo que respecta a Bmall, se ha encontrado
que los pulsos de luz en la noche subjetiva disminuyen la expresion de esta proteina (Tamaru et

al., 2000)

Por su parte, la expresion de ¢-fos ante un estimulo luminoso fue demostrada en por
Rea en 1989, si bien no es parte del mecanismos de sincronizacién a la luz (Honrado et al.,
1996), si esta relacionado con la activacién de los canales NMDA, por lo que ha sido
ampliamente utilizado como un marcador de la respuesta del NSQ a los estimulos luminosos
(Morin & Allen, 20006). Asi, un pulso de luz en la zona de retrasos o de avances provoca una
induccién de la proteina Fos en la region ventrolateral (Guido et al., 1999; Honrado et al.,
1996). Para el caso de la regiéon dorsomedial, la induccién de Fos cambia dependiendo de la
especie: para hamsters aumenta s6lo cuando el pulso es dado en la zona de avances (Guido et
al,, 1999), mientras que en la rata parece existir una subpoblacién de la regién dorsomedial que
presenta fotoinduccion de ¢-Fos en la noche subjetiva (Beaulé & Amir, 1999; Beaulé et al.,

2001).
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EFECTOS DE LAS SENALES METABOLICAS SOBRE EL NSQ Y LA CRF

Por otra parte, la informacion metabdlica también puede afectar el funcionamiento del
NSQ. La leptina es capaz de modular la actividad eléctica e inducir avances de fase en el ritmo
de disparo del NSQ (Inyushkin et al., 2009; Prosser & Bergeron, 2003), ademas de potenciar
los avances de fase ocasionados por un pulso de luz en el ritmo de actividad locomottiz e
inducir una mayor expresion de las proteinas de reloj PER1 y PER 2 (Mendoza et al,, 2011).
Por otra parte el bloqueo de la utilizacién de glucosa por la inyeccién de 2-deoxi-D-glucosa (2-
DG) en ratones C57 reduce la magnitud de los retrasos de fase ante pulso de luz en el ritmo
circadiano de actividad locomotriz, lo que indica que la disponibilidad de glucosa puede

modular la respuesta del sistema circadiano a la luz (Challet et al., 1999a).

El hecho de que el reloj incorpore informacién del estado metabdlico del organismo,
hace factible que animales con problemas de obesidad y sindrome metabdlico presenten
alteraciones en la forma en la que el NSQ responde a otras seflales ambientales como la luz.
Asi, se han encontrado alteraciones en la capacidad de sincronizacién en modelos de diabetes
mellitus inducida por estreptozotocina (Challet et al., 1999b), y en animales deficientes de
leptina (Sans-Fuentes et al., 2010). En ambos casos los retrasos de fase ante un estimulo
luminoso aumentan. Por otra parte, ratones mantenidos con dietas hipercaldricas, los cuales
desarrollan obesidad, hiperglicemia, hiperleptinemia e hiperinsulinemia, presentan una
reduccién en los avances de fase del ritmo de actividad locomotriz y en la induccién de la

expresion de c-Fos en el NSQ en respuesta a la luz (Mendoza et al, 2008).

HIPOTESIS

Se sabe que animales que desarrollan alteraciones metabdlicas y obesidad pueden
presentar una reduccién de la capacidad de sincronizacién; por lo que animales obesos de la
especie Neotomodon alstoni podrian presentarn una reduccién en la magnitud de los cambios de
fase ante pulsos de luz aplicados en la noche subjetiva, debido a una menor respuesta de las

células del NSQ ante el estimulo luminoso.
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OBEJTIVO GENERAL

Determinar si existen diferencias en la curva de respuesta de fase a la luz, entre

organismos delgados y obesos de la especie N. alstoni.

Objetivos particulares:

e Determinar si existen diferencias en la magnitud de los cambios de fase por un
pulso de luz entre animales delgados y obesos del ratén de los volcanes.

e Evaluar si existen diferencias en la expresioén de la proteina c-Fos en el nucleo
supraquiasmatico inducida por un pulso de luz, entre organismos delgados y

obesos de . alstoni.

MATERIAL Y METOO

Para evaluar la magnitud de los cambios de fase por un pulso de luz en el ritmo
circadiano de actividad locomotriz, se trabajé con ratones macho de la especie N. alstoni
silvestres y F1; los cuales fueron separados en 4 grupos con base en su peso corporal: silvestres
delgados (S-D), silvestres obesos (S5-O), F1 delgados (F-D), F1 obesos (F-O). Los detalles
sobre la captura, aclimatacién y seleccién de animales obesos son descritas en el capitulo 2 (Ier

Capitulo 2: Obtencidn y mantenimiento de los animales).
Protocolo experimental

Curva de Respuesta de Fase (CRE)

Para la obtencién de la curva de respuesta de fase (CRF) a pulsos de luz se utilizaron 36
ratones S-D con un peso de 5012 gy 36 ratones S-O con un peso de 75.5%4 g. Con el fin de
descartar que las eventuales diferencias sean debidas a la edad, se trabajé con animales nacidos
en bioterio con una edad de 6 a 8 meses, a los que se aplicaron pulsos de luz en la zona de
avances de fase, en la de retrasos y en la mitad del dia subjetivo; para ello se utilizaron 21
ratones F-D con peso corporal promedio de 4812 gy 18 ratones F-O con peso promedio de

683 g.
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El protocolo para la obtencién de la CRF consistié en registrar la actividad locomotriz
con sensores infrarrojos (Ver Capitulo 2: Registro de actividad locomotriz) bajo las siguiente
condiciones: primero se sincronizé a los organismos a un fotoperiodo completo LO 12:12
(fotofase de 6:00 a 18:00 h) durante al menos una semana. Posteriormente, se colocé a los
individuos en condiciones de libre corrimiento OO por 1 semana mas. Después de esa semana
se dio un pulso de luz en un tiempo circadiano determinado, con una duraciéon del hr (250
lux), como lo reportado en otros estudios con ratones que presenta alteraciones metabolicas
(Sans-Fuentes et al., 2010). Los tiempos circadianos (TC) evaluados, para caracterizar la CRF
en animales silvestres fueron: TC 02, TC 06, TC 10, TC 14, TC 18 y TC 22. El TC 12
corresponde al inicio de actividad locomottiz, y los demas se designan segun el numero de
horas de diferencia respecto a éste. Por su parte en el caso de individuos F1 se evalué la zona
de maximo avance, retraso y zona muerta. Para dar el pulso de luz, se colocé al animal en un
compartimiento independiente de donde se lleva a cabo el registro de actividad. En este
sentido se realizaron pruebas en las que se determino que la manipulaciéon de los organismos
para dar el pulso de luz no tenia efectos sobre el ritmo circadiano de actividad locomotriz. Por
ultimo, se regresé el animal al compartimiento de registro y se mantuvo en oscuridad constante
por al menos otra semana, con el fin de poder evaluar el cambio de fase una vez alcanzado ele
el estado estable (Daan & Pittendrigh, 1976). Cada individuo recibi6 solo un pulso de luz en

alguno de los tiempos designados

Inmunohistoquimica

Para evaluar si existen diferencias en el efecto del pulso de luz sobre el NSQ entre
animales delgados y obesos, se determind la expresion de las proteinas c-Fos y VIP en esta

region. Se utilizaron 20 individuos F-D con peso promedio de 48£2 gy 10 F-O de 70£3.5 g.

Los machos del ratén de los volcanes permanecieron 15 dias bajo ciclos LO 12:12
(fotofase de 6:00 a 18:00 hr, luz blanca 250 lux), con el fin de que su ritmo de actividad
locomotriz se sincronizara y presentara un inicio de fase estable. Posteriormente, se colocaron
en condiciones de oscuridad continua (OO), y en el tercer dia bajo esta condicion recibieron
alguno de los siguientes tratamientos: pulso de luz (1 h; luz blanca 250 lux) en TC 14 (F-D=5,
F-O=5), pulso en TC 22 (F-D=5, F-O=5), organismos sin pulso de luz, TC 1 (F-D=5), o sin

pulso, TC 22 (F-D=5). Los pulsos de luz se aplicaron en un compartimiento separado.
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Los otrganismos fueron anestesiados con una inyeccion  intraperitoneal de
pentobarbital (50 mg/kg). Mediante perfusion intracardiaca, se lavé el sistema circulatorio con
100 ml de solucién salina isoténica (NaCl al 0.9%), para después fijar el tejido con 100 mL de
PLP (paraformaldehido al 4%, lisina al 1.2%, m-peryodato al 0.2% en amortiguador de
fosfatos 0.1M, pH 7.2). Los cerebros permanecieron en PLP por 24 horas, para después ser
crioprotegidos por inmersién en soluciones de sacarosa en PBS (NaCl 0.9% en amortiguador
de fosfatos 0.1M) de concentracion creciente: 24 h en sacarosa 10%, 48 h en sacarosa 20%, 72

hr en sacarosa 30%).

Los cerebros fueron congelados en hielo seco por 5 minutos y se realizaron cortes
coronales con un espesor de 40 um a lo largo de la regién del nicleo supraquiasmatico
(Franklin & Paxinus; 2008) con un criostato (LEICA CM 1850). Los cortes se colectaron en
PBS en 4 series.

Una de las series de cortes fue incubada con un anticuerpo policlonal de conejo anti c-
Fos (48 h a 4 °C; 1:1000; Santa Cruz Biotechnology) en PBSGT (1% suero de cabra, 0.1%
tritén en PBS), la otra serie se incubé con un anticuerpo policlonal de conejo anti VIP (48 ha 4
°C; 1:500 en PBSGT; InmunoStar). Posteriormente, ambas series fueron incubadas con el
anticuerpo puente (2 h; 1:200 en PBSGT), para finalmente incubar con el complejo avidina-
biotina (2 h; 1:300; Rabbit IgG Vectastain ABC kit). Después de cada incubacién se hicieron 3
lavados de 10 min en PBS.

Para visualizar la reaccién se incubaron los cortes por 10 min en una solucién de 3,3-
diaminobenzidina (10 mg / 100 mL; SIGMA) en amortiguador de Trizma 0.1 M a pH 7.2), se
activo la reaccién con perdxido de hidrégeno (3.5%) y se hicieron 3 lavados de 10 min. en

PBS.

Los cortes fueron montados con CC-mount (SIGMA) en portaobjetos tratados con
poly-D-lisina (SIGMA), dejandose secar por 2 dias a 55°C. Las imdgenes del NSQ se
obtuvieron con un microscopio éptico en campo claro (OLYMPUS PROVIS AX70). El
trabajo de microscopia fue realizado en el laboratorio de Microcine de la Facultad de Ciencias,

UNAM.
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Analisis de resultados

Efectos de un pulso de luz sobre el ritmo circadiano de actividad locomotriz

Los datos para determinar los cambios de fase se obtuvieron con los actogramas
graficados en ACTIVIEW (Mini mitter Co., Inc, USA) y los periodos del ritmo circadiano de
actividad locomotriz se determinaron con el programa DISPAC (IFC, UNAM), debido a que

permite mayor resolucién que el anterior.

Para el andlisis estadistico se utiliz6 el paquete de cémputo Stat Graphics Centurion
16.1.05. (Ver Capitulo 2: Andlisis de resultados). La comparacion entre animales delgados y obesos
en cada tiempo circadiano se realizé con una prueba t de Student para muestras no pareadas
(p<0.05). Por su parte, las comparaciones entre ratones silvestres y F1 se hicieron con una
prueba de ANOVA de una via y una prueba post-hoc de Tukey. Todos los analisis se

realizaron con los datos de los ultimos 5 dias de cada condicion.

Con el fin de evaluar los efectos del pulso de luz sobre el ritmo de actividad locomotriz

del ratén de los volcanes se calculd:

e El cambio de fase (A®D), que se obtuvo de restar el inicio de fase después del pulso

de luz (@) al inicio de fase un dia antes del pulso de luz (D,;):
AD= @,y Dy

Es importante aclarar que @y, se calcula como la proyeccién de los inicios de
fase de los dltimos 5 dias en la condicién de oscuridad constante después del pulso de
luz (Fig. 4.2); en donde los inicios de fase eran evaluados con el algoritmo para inicio

de fase descrito en el Capitulo 2 (IVer Capitulo 2: Andlisis de Datos).

Con los cambios de fase obtenidos se construyé la CRF para el ritmo de
actividad locomotriz de organismos delgados y obesos. Se grafic6 en el eje horizontal el
tiempo circadiano (TC) en el cual se aplicé el pulso de luz, y en el eje vertical la
magnitud del cambio de fase obtenido. Los adelantos de fase fueron representados

como valores positivos y los retrasos de fase como negativos.
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Efectos de un pulso de luz sobre la expresién de c-Fos en el NSQ

Para determinar la expresién de c-Fos en el nicleo supraquiasmatico se hizo un conteo
de las células inmunoreactivas a esta proteina por estereologia que es una herramienta que nos
permite cuantificar y hacer un analisis tridimensional de un tejido que se encuentra procesado
como cortes subsecuentes. Brevemente, se coloco sobre la fotografia del corte, en la region del
NSQ, una cuadricula cuyos cuadros interiores representaban 50 um de ancho; la cuadricula era
colocada siempre con el cuadrante central (5D) justo en el centro del NSQ. Para determinar el
centro del NSQ se trazé un circulo sobre él (Fig. 4.5-A). Las dimensiones del circulo eran

delimitadas por la expresion de VIP en los cortes adyactentes (Anexo 2).

Se analizaron conjuntamente los NSQ de ambos hemisferios cerebrales (Fig. 3.5-B) en
cortes anterior, medial y posterior; los valores obtenidos se multiplicaron por 4, que es el
nimero de series que se obtuvieron por cerebro. Con los conteos realizados se determiné la

expresion total de c-Fos considerada como la suma de los cortes anterior, medial y posterior.

Figura 3.5. A) Fotomicrografia del nucleo supraquiasmatico (NSQ), tercer ventriculo (3V), quiasma 6ptico (QO)

B) Rejilla para el conteo de c-Fos, sobre un fotomicrografia del NSQ izquierdo.
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RESULTADOS

Tejido adiposo visceral

En los animales F1 en los cuales de realizo la perfusion, se colecto el tejido adiposo visceral, el
higado y el rifién, encontrando que la obesidad esta asociada a un aumento significativo en el

peso del higado y del tejido adiposo visceral (Fig. 3.6).

3.5 1

OF-D
=F-0

Gramos

Tejido Adiposo Higado Rifi6n
Visceral

Figura 3.6. Media del peso en gramos * e. e. del tejido adiposo visceral, higado y rifién. En machos F1
delgados (F-D) y obesos (F-O). * indica diferencias significativas entre grupo p<<0.05.

Efectos de un pulso de luz sobre el ritmo circadiano de actividad locomotriz

Con el fin de determinar si la obesidad afecta los mecanismos de sincronizaciéon no
paramétrica a la luz en el ratén de los volcanes, se construyd la curva de respuesta de fase
(CRF) del ritmo de actividad locomotriz para esta especie (Fig. 3.7). Al comparar la respuesta
de los grupos S-D y S-O (Fig. 3.8) se encontrd que los cambios de fase en el ritmo de actividad

locomotriz por pulsos de luz aplicados en el dia subjetivo (TC 02, TC 06) no presentaron
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diferencias significativas. Por su parte, durante la noche subjetiva temprana (TC 10, TC 14) la
luz provoca retrasos en la fase del ritmo de actividad, y la zona de maximo retraso se localiz6
en TC 14 (Fig. 3.7, 3.10); en este punto los retrasos de fase del grupo S-O fueron
significativamente menores (Fig. 3.8; Fig. 3.7).Por dltimo, los pulsos de luz aplicados durante la
noche subjetiva tardia (TC 18, TC 22) provocaron un avance de fase del ritmo circadiano (Fig.
3.8), cuya maxima respuesta se encontré en TC 22 (Fig. 3.7,3.11) sin que hubiera diferencias

por la condicién de obesidad.
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Figura 3.7.- Curva de respuesta de fase del ritmo de actividad locomotriz del ratén de los volcanes, en individuos
Silvestres Delgados (S-D n=306, barras claras) o. Silvestres Obesos (S-O n=306, barras oscuras). Los datos
representados son medias £ 2 e. e. *: diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).
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. Tiempo Circadiano| Silvestre Delgado (S-D) Silvestre Obeso gS-OZ X 0.05
TC02 A 5+16.9 min A®23.3£16 min
TC 06 AD-1.743.3 min A® -6.6+9.9 min
TC 10 A®-38.36.1 min A -30+14.6 min
TC 14 A® -100+24.8 min A®-38.3£24.4 min *
TC18 AD 11.7+26.8 min AD §+48.8 min
TC2 AD43.3+21.7 min A® 20+14.6 min

Figura 3.8.- Valores promedio del cambio de fase (AD) del ritmo de actividad locomotriz expresado en minutos
+ 2 e. e, dependiendo del tiempo circadiano (T'C) en el cual se aplicé el pulso de luz. El * indica diferencias

significativas (p<0.05).

Con el fin de descartar efectos debidos a la edad, se trabajé con animales F1 delgados

(F-D, n=21) y F1 obesos (F-O, n=18) de entre 6 y 8 meses de edad. Estos recibieron pulso de

luz en la zona de maximo avance (T'C 22), maximo retraso (T'C 14) y respuesta nula (T'C 00).
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Figura 3.9.- Cambio de fase del ritmo de actividad locomottiz inducido por un pulso de luz aplicado en diferentes
tiempos circadianos (TC), en ratones F1 Delgados (F-D n=21, barras claras) o F1 Obesos (F-O n=18, barras
oscuras). Los datos son medias + 2 e. e., *: diferencia significativa (p<0.05).
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Al comprar los cambios de fase del ritmo circadiano de actividad locomotriz entre estos
grupos (Fig. 3.9) se observa que se presenta también la reduccién en la magnitud del cambio de
fase en la zona de retrasos asociada a la obesidad (Fig. 3.10) evidente entre los grupos F-O (CT 14=
-104.2+22.1 min; n=18) y F-D (CT 14= -47.1+21.6 min; n=21). Sin embargo, cuando aplicamos un
pulso de luz en la zona de avances (Fig. 3.11), los animales del grupo obeso presentan un aumento
significativo en la magnitud del cambio de fase (F-O=110424.7 min; n=18) con respecto al grupo de

animales delgados (F-D=48.3+26 min).
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Figura 3.10.- Actogramas de grafica doble del ritmo circadiano de actividad locomotriz de machos del ratén de
los volcanes que recibieron un pulso de luz en CT 14 (estrella roja). Las lineas azules representan las proyecciones
de los inicios de fase con las cuales se calcula el cambio de fase. La barra superior indica las fases de luz (clara) y
oscuridad (negra). A) Silvestre delgado B) Silvestre obeso C) F1 delgado. D) F1 obeso. La etiqueta en la parte
inferior del actograma corresponde al individuo registrado.
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Figura 3.11.- Actogramas de grafica doble del ritmo circadiano de actividad locomotriz de machos del ratén de
los volcanes que recibieron un pulso de luz en CT 22 (estrella roja). Las lineas azules representan las proyecciones
de los inicios de fase con las cuales se calcula el cambio de fase. La barra superior indica las fases de luz (clara) y
oscuridad (negra). A) Silvestre delgado B) Silvestre obeso C) F1 delgado. D) F1 obeso. La etiqueta en la parte
inferior del actograma corresponde al individuo registrado.

Efectos de un pulso de luz sobre la expresion de c-Fos en el NSQ.

Con el fin de determinar la respuesta del NSQ a los pulsos de luz se midi6 la induccién
de c-Fos en las zonas de maximo retraso TC14 y maximo avance TC22 (Fig. 3.12). Se
observaron diferencias significativas en el numero de células inmunorreactivas entre los

animales del grupo de F-D sin pulso (TC14=157.52140.9, TC22=314%46.5) y los que
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recinbieron pulsos de luz de los grupos F-D (T'C14=3051£1384, TC22=2897%£222.3) y F-O
(TC14=2175%663.1, TC22=2589£588).
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Figura 3.12.- Numero de células inmunorreactivas a c-Fos en el nicleo supraquiasmético del ratén de los
volcanes inducidas por un pulso de luz en dos momentos distintos del ciclo circadiano endégeno (TC 14, TC 22).
Las barras claras son animales F-D sin pulso de luz (n=5), barras claras con puntos son F-D con pulso de luz
(n=5). Las batras grises con puntos son animales F-O con pulso de luz (n=>5). Los datos son medias £ 2 e. e. *:
diferencia significativa (p<0.05) vs. los grupos en el mismo TC..

La respuesta al pulso de luz entre el grupo F-D y F-O no indujo diferencias
significativas (Fig. 3.12), en la zona de retrasos (TC 14) o de avances (TC 22). Lo anterior se
muestra en la figura 3.13, en donde se puede observar que los pulsos de luz en TC 14 (Fig.
3.13-A) y TC 22 (Fig. 3.13-B) induce la expresién de c-Fos en el NSQ de manera similar en
animales F-D y F-O.
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Figura 3.13.- Expresién de c-Fos en el nicleo supraquiasmatico en TC 14 (A) y TC 22 (B).
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DISCUSION

Una de las principales ventajas de poseer un reloj biolégico es la capacidad de
sincronizar los ritmos circadianos a los ciclos geofisicos, lo cual permite a los organismos
anticipar las variaciones en el ambiente, confiriendo una ventaja adaptativa (Golombek &
Rosenstein, 2010; Horton, 2001). La sincronizacién de un ritmo circadiano implica que la sefial
ambiental es capaz de influenciar al sistema circadiano hasta lograr que el periodo del ritmo

iguale al del ciclo ambiental (Daan & Aschoff, 2001; Pittendrigh, 1993).

Una de las herramientas mas utilizadas para estudiar el efecto que tiene un
sincronizador sobre el ritmo circadiano consiste en aplicar pulsos del estimulo sincronizador
(luz) y medir el efecto que éstos tienen sobre la fase del ritmo. Estos efectos son graficados en
la Curva de Respuesta de Fase (CRF), la cual es similar en diversas especies presentando una
zona de insensibilidad a la luz en el dia subjetivo, una zona de retrasos en la noche subjetiva
temprana y una zona de avances en la noche subjetiva tardia (Daan & Pittendrigh, 1976;
Johnson, 1999; Johnson et al., 2003). En el caso del ratén de los volcanes, se encontré que la
CRF de animales silvestres (Fig. 3.7)presenta la misma forma descrita para otras especies (Daan
& Pittendrigh, 1976), con una zona de retrasos maximos en TC 14 y avancesmaximos en TC

22. Por otra parte se observa que los retrasos de fase son de mayor magnitud que los avances.

Estudios previos en el ratén de los volcanes Neotomodon alstoni han mostrado que esta
especie presenta ritmos de actividad locomotriz claros (Carmona-Alcocer et al., 2012, Anexo T,
Fuentes-Granados et al., 2010). Por otra parte, bajo condiciones cautiverio los individuos de
esta especie presenta una tendencia a desarrollar obesidad, la cual va acompafiada de
alteraciones metabolicas y cambios en el ritmo de actividad locomotriz (Carmona-Castro, 2006;
Carmona-Alcocer et al., 2012, Anexo 1; Fuentes-Granados, 2011). Lo antetrior nos llevé a
evaluar si la magnitud en los cambios de fase del ritmo de actividad ante un estimulo luminoso
se modifican como lo observado en otros modelos de obesidad (Challet et al., 1999b; Mendoza

et al., 2008; Sans-Fuentes et al., 2010).

En el caso de la CRF, se observé en animales silvestres que los individuos obesos
presentan una reduccién en la magnitud de los retrasos de fase del ritmo de actividad
locomotriz (Fig. 3.10). En el caso de la zona de avances no se encontraron diferencias

significativas (Fig. 3.11). Debido a que en animales silvestres no se puede conocer con
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exactitud la edad de los organismos y éste podria ser un factor de variacion interindividual en el
funcionamiento del sistema circadiano (Kolker et al., 2004; Possidente et al., 1995; Scarbrough
et al., 1997), se verificé el efecto de la obesidad sobre la capacidad del sistema circadiano para
responder a pulsos de luz en organismos de edad conocida. Empleando organismos de bioterio
(Fig. 3.9) se confirmé que los animales obesos, presenta una reduccién en el cambio de fase en
la zona de retrasos (T'C 14; sin embargo, los animales F1 obesos que recibieron un pulso de luz
en la zona de avances (TC 22) presentan un aumento del 50 % en la magnitud de los cambios
de fase, efecto que no se habia observado en animales silvestres. Asi, la obesidad en la especie
N. alstoni lleva a una reduccion en la magnitud de los retrasos y un aumento en los avances de

fase del ritmo circadiano de actividad locomottiz.

Los efectos de alteraciones metabolicas sobre la CRF a pulsos de luz, ha sido descrita
en otros modelos de obesidad. Asi, en ratones C57 alimentados con dietas hipercaldricas; los
cuales desarrollan obesidad, hiperglucemia, hiperleptinemia e hiperinsulinemia, se presenta una
reduccion en los avances de fase del ritmo de actividad locomotriz, que estd relacionada con
una alteracién en las vias de sefializacién activadas por el pulso de luz en la noche subjetiva
tardia (Gillette & Mitchell, 2002; Mendoza et al., 2008) . En el caso del raton de los volcanes
N. alstoni, la obesidad provoca un efecto contratio en la zona de avances, incrementando la
magnitud del cambio de fase, lo sugeriria que la obesidad en este animal esta afectando
mecanismos del sistema circadiano diferentes. En este sentido la obesidad inducida por dietas
hipercaléricas se ha relacionado con una disminucién en la expresion de las proteinas c-Fos y
P-ERK", lo que implica cambios en la via de sefalizacién de la luz en la zona de avances
(Mendoza et al., 2008). En este sentido se esperaria que N. a/stoni presente cambios en la via de
seflalizacién que involucra la movilizacion de los depésitos intracelulares de calcio (Ding etal.,

1998).

Por lo que respecta a los avances de fase. En otros modelos, se ha reportado que los
animales con deficiencia de leptina (ob/ob) presentan un aumento en la magnitud de los
retrasos de fase (Sans-Fuentes et al., 2010), lo cual es opuesto a lo que encontramos en
animales obesos de IN. alstoni en los que la obesidad genera una reduccién en la magnitud de
los retrasos. Sin embargo las inyecciones interventriculares de esta hormona, en hembras del

ratébn C57, son capaces de provocar un aumento en la magnitud de los avances de fase

Y9 P-ERK quinasa regulada por sefiales extracelulares
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inducidos por un pulso de luz (Mendoza et al., 2011), como lo que observamos en este estudio.
Aunque en el roedor de los volcanes se han reportado un estado de hiperleptinemia en
animales obesos silvestres (Carmona-Alcocer et al., 2012; Anexo 1), esto no se ha repostado
para organismos F-O, mientras que en otras especies que desarrollan un estado
hiperleptinemico no se encuentran estos efecto (Mendoza et al., 2008). En este sentido la
correlacion entre los estudios con inyecciones intraventriculares de leptina y lo observado en
animales obesos con hiperleptinemia, es complicada ya que la obesidad si bien esta asociada a
estados de hiperleptinemia, también va acompafiada a un estado de resistencia a la leptina

(Banks et al., 1999; Bays et al., 2008; Henry et al., 2012)

Una forma de conocer si la obesidad en el ratén de los volcanes afecta de algin modo
la respuesta del NSQ a la luz, es medir la induccién de c-Fos ante estimulos luminosos. Esta
proteina, si bien no es parte del mecanismos de sincronizacién a la luz (Honrado et al., 1990),
si esta relacionada con la activacion de los receptores NMDA, que son los que responden ante
el glutamato liberado por el TRH durante la recepcion de un pulso de luz (Morin & Allen,
2000) y que en ultima instancia son importantes en la transduccién de los estimulos luminosos
que desencadenan los cambios de fase de los ritmos (Ding et al., 1994; Vindlachereruvu, et al.,
1992). Asi, en el caso de IN. alstoni, encontramos que los pulsos de luz inducen la expresion de
c-Fos en el sistema circadiano (Fig. 3.12) Sin embargo a diferencia de lo repostado en otras
especiesde roedores (Beaulé y Amir, 1999; Guido et al., 1999; Honrado et al.,, 1996). no se
encontr6 una diferencias en la induccién entre la zona de avances y retrasos en el grupo de F-
D, lo que podria deberse a que en CT 14 encontramos una gran dispersién de los datos lo que
dificulta la interpretacién de los datos, por otra parte tampoco se encontraron diferencias
significativas en la induccién de esta proteina entre animales delgados y obesos, en ninguno de
los tiempos circadianos . Por ultimo un hecho interesante es que bajo condiciones constantes
la expresion de c-Fos es muy baja lo que recuerda el comportamiendo en la expresion de c-Fos

reportado para haimster (Guido, et al., 1999).

El hecho de que la induccién de c-Fos ante los estimulos luminosos sea igual en
animales delgados y obesos, aunado a un efecto diferencial de la obesidad dependiendo del
tiempo circadiano en el que se aplica la luz, nos lleva a suponer que la via de entrada a luz
podria no modificarse y que la obesidad, en este caso, podria afectar mecanismos que modulan

la magnitud de los cambios de fase.
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En este sentido , se ha descrito que el péptido activador de la adenilato ciclasa
(PACAP) puede modular la respuesta del NSQ al glutamato. Asi, el PACAP a través de su
receptor PAC1 provoca que los cambios de fase inducidos por pulsos de luz y por glutamato
sean mayores en el caso de los retrasos y menores los avances de fase (Chen et al., 1999;
Tischkau et al., 2000). En este sentido el PACAP puede actuar a través de otros receptores
como el VPAC2 presente también en el NSQ(Harmar et al.,, 2002; Laburthe & Couvineau,
2002). En el caso del receptor VPAC2, que también responde a VIP, se sabe que es importante
en la regulacién de los ritmos en el NSQ (Harmar et al., 2002). Asi, animales mutantes para
este receptor presentan un desacoplamiento entre las neuronas del NSQ y una mayor
dispersion en los periodos del ritmo de actividad locomotriz (Aton et al., 2005). Por otra parte,
estos mutantes también presentan alteraciones en la CRF ante pulsos luminosos que sugieren
un efecto diferencial en la sensibilidad a la luz (Hughes & Piggins, 2008). El hecho de que la
CRF en animales obesos de IN. alstoni presente cambios contrarios a lo observado en animales a
los que se les administra PACAP, asi como las caracteristicas que comparten con los animales
deficientes en VPAC2, nos han llevado a iniciar estudios sobre la expresién del receptor
VPAC2 en animales delgados y obesos. Los resultados preliminares muestran que la expresion
de este receptor en el NSQ es menor en animales obesos (Anexo 3). Esto es interesante ya que
el VIP estd involucrado en funciones como inhibir la ingesta de alimento (Chance et al., 1995;
Mizuno et al., 1998) y mediar la lipdlisis en los adipocitos de las ratas a través de VPAC2
(Akesson et al., 2005), por lo que cambios en la eficiencia de este receptor podrian explicar los
cambios a nivel circadiano observado en animales obesos, asi como la generacién espontinea
de obesidad sin cambios paralelos en la ingesta de alimento, lo cual explicaria el no encontrar

un aumento en la ingesta de alimento en animales con fenotipo obeso.
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CAPITULO 4: CONCLUSIONES

El ratén de los volcanes, Neotomodon alstoni, se ha utilizado como modelo para el
estudio de la obesidad. En este caso se ha reportado que el desarrollo de un fenotipo obeso
puede estar acompafiado del desarrollo de lipomas, hipertrigliceridemia y esteatosis hepatica

(Carmona, 2000), hiperinsulinemia e hipetleptinemia (Carmona-Alcocer, et al., 2011; Anexo 7).

Los resultados de este trabajo muestran que ademas, los animales obesos presentan un
aumento significativo en el peso el tejido adiposo visceral, el cual ha sido vinculado con el
desarrollos de alteraciones metabdlicas (Bays, et al., 2008). En este caso la obesidad no estd
asociada a un incremento en el consumo de alimento o a cambios en los patrones de
alimentacién. Sin embargo hacen falta estudios que determinen si durante los meses en que se
establece el fenotipo obeso se presenta hiperfagia.

Este es el primer estudio que se realiza en N. alstoni sobre la relacion entrela obesidad y
alteraciones en el sistema circadiano. En este sentido, los ratones obesos presentan una
disminucién en la actividad en la oscuridad, como lo observado en otros modelos de obesidad
(Mendoza, et al., 2008; Murakami, et al., 1995; Turek, et al., 2005). Esto podtia estar asociado a
la hipetleptinemia que presentan animales con fenotipo obeso (Carmona-Alcocer, et al., 2012;
Abnexo T). Sin embargo, podtia ser que una disminucién en la actividad fuese la que provocara
un aumento de peso debido a un menor gasto energético y las alteraciones metabdlicas
observadas en esta especie. Es por ello, que un seguimiento de los ritmos circadianos de
actividad locomotriz, asi como estudios sobre el gasto energético en estos animales, antes y

después del establecimiento del fenotipo obeso se vuelve importante

Por otra parte, en condiciones de oscuridad constante existe una tendencia a alargar el
periodo endégeno del ritmo de actividad locomotriz, lo que puede interpretarse como un
cambio en la fuerza de acoplamiento del sistema circadiano (Kohsaka et al., 2007; Mendoza et
al., 2008; Murakami et al., 1995). De esto resulta que el estado de obesidad y las alteraciones
metabolicas asociadas podrian llevar a un estado que debilite la comunicacién entre los
osciladores celulares del NSQ, de modo similar a lo propuesto para explicar el alargamiento de
periodo en el caso de organismos viejos (Benloucif et al., 1997; Reeth et al. 2001). En este
sentido se vuelve importante conocer el comportamiento de los componentes de incio y final

de actividad del ritmo circadiano de actividad locomotriz bajo protocolos como fotoperiodos
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largos y cortos o bajo protocolos de luz constante (Pittendrigh & Dann, 1976b) con el fin de
establecer si el acoplamiento entre los osciladores esta cambiando. Asi, como realizar estudios
sobre el comportamiento de los osciladores celulares en el NSQ (Aton et al., 2005; de la Iglesia

et al., 2000; Ohta et al., 2005) en animales con fenotipo delgado y obeso

También, de manera importante, se observé que los animales obesos presentaron una
reduccién en la magnitud de los retrasos y un aumento en los avances de fase del ritmo
circadiano de actividad locomotriz, ante un pulso de luz. Esto implica que el estado de
obesidad tiene impacto en los mecanismos que integran la sincronizacién por luz. En este
trabajo no se encontraron diferencias en la induccién de c-Fos ante los estimulos luminosos, lo
que nos lleva a suponer que la via de entrada a luz no es afectada y que la obesidad podtia
afectar mas bien los mecanismos que modulan la magnitud de los cambios de fase. En este
sentido, los estudios preliminares que se muestran en el presente trabajo sobre la expresion del
receptor VPAC2 en el NSQ de N. alstoni (Anexo 3), muestran que los ratones obesos tienen
menor expresion del receptor a VIP, lo que podria explicar el posible desacoplamiento y los
cambios observados a nivel conductual (Hughes & Piggins, 2008). Esto plantea nuevas
interrogantes acerca de si el estado de obesidad implica un acoplamiento débil entre los
osciladores centrales y periféricos del sistema circadiano, lo que también podtia favorecer el

desarrollo de un fenotipo obeso.

Por ultimo, es importante resaltar las diferencias encontradas entre animales silvestres y
F1. Existen pocos estudios que comparen las observaciones entre animales de campo y de
laboratorio (Calisi & Bentley, 2009), sin embargo las diferencias encontradas entre ambos
grupos ponen de manifiesto que el ambiente también moldea la expresion de los ritmos
circadianos, y que por tanto es importante estudiar los efectos en el sistema circadiano bajo las
presiones ambientales a las que se encuentra sometido. Un hecho importante es que a pesar de
la variabilidad encontrada en los datos de animales silvestres, como es de esperar en una
poblacién no solo con una gran variabilidad genética, si no con una gran diversidad en las
historias de vida,;se encontraron alteraciones en el sistema circadiano en animales obesos, las

cuales fueron confirmadas en animales de bioterio.
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The aim of the present study is to evaluate whether circadian locomotor activity, and the daily profile of plas-
ma parameters related to metabolic syndrome (nutrients: glucose and triacylglycerides, and hormones: insu-
lin and leptin), differ between male and female Neotomodon alstoni mice, both lean and obese. Young adult
animals were captured in the field and kept at the laboratory animal facility. After 6 to 7 months feeding
the animals ad libitum with a regular diet for laboratory rodents, 50-60% of mice became obese. Comparisons
between sexes indicated that lean females were more active than males; however obese females reduced
their nocturnal activity either in LD or DD, and advanced the phase of their activity-onset with respect to
lights off. No differences in food intake between lean and obese mice, either during the day or night, were
observed. Daily profiles of metabolic syndrome-related plasma parameters showed differences between
sexes, and obesity was associated with increased values, especially leptin (500% in females and 273% in
males) and insulin (150% in both females and males), as compared with lean mice. Our results indicate
that lean mice display behavioral and endocrine differences between sexes, and obesity affects the parame-
ters tested in a sex-dependent manner. The aforementioned leads us to propose N. alstoni, studied in captiv-

Keywords:
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Sex differences
Neotomodon alstoni
Obesity

Volcano mouse

ity, could be an interesting model for the study of sex differences in the effects of obesity.

© 2011 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Obesity is an increasing problem in the industrialized world. It has
become the most common nutritional disorder in Western popula-
tions and is characterized by a chronic imbalance between energy in-
take and expenditure [1]. Its effects are mainly associated with health
problems such as glucose intolerance, hypertriacylglyceridemia and
hypertension which, altogether, are the principal parameters that
constitute metabolic syndrome (MS) [2,3]. Rodent models for study-
ing and understanding obesity have been favored for many reasons,
depending on the goals of a given study. Most of these models require
artificial genetic or physiologic intervention, and obesity may be in-
duced by hypercaloric diets high in lipids or carbohydrates [for re-
view, see: 4-6]. Most physiological functions oscillate during the
day according to a circadian clock, with endogenous circadian
rhythms originating in the Suprachiasmatic Nucleus (SCN). The circa-
dian clock plays an important role in the regulation of virtually all as-
pects of behavior and physiology [7,8]. Deregulation of circadian
rhythms is linked with factors that produce obesity and metabolic
syndrome; such deregulation may result from disrupting the commu-
nication between the SCN and hypothalamic areas involved in food
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intake and organization of activity, or from disrupting the link be-
tween the core cellular mechanism of the mammalian circadian
clock and the cellular regulation of lipid metabolism and adipogenesis
[9,10, for review, see 11-13]. Therefore, obesity and deregulation of
circadian rhythms seem to be a current health issue.

The use of nontraditional mammal models to approach problems
related to obesity allows the advantage of allelic variation in natural
populations, the raw material on which natural selection works
[14]. Also, the need for a better understanding of the consequences
of obesity in humans, addressed in different animal models, makes
it important to study the daily changes in parameters related to MS.
The volcano mouse Neotomodon alstoni, is an endemic species from
the Mexican Neovolcanic Transversal Belt. This species has been the
focus of diverse biological and physiological studies including circadi-
an rhythms [15-23]. When N. alstoni is fed regular rodent chow in
captivity, after about 6 months, some animals (50-60% of both fe-
males and males) show an increase in body weight. Obese N. alstoni
show some signs of metabolic syndrome, such as hepatic steatosis,
hypertriacylglyceridemia, glucose intolerance and hyperleptinemia
(Carmona-Castro A, personal communication). The aforementioned
makes this species a good model for studying the relationship be-
tween circadian behavior and metabolic disorders, as well as the
role of sex. Indeed, it is known that sex hormones directly influence
the circadian properties of locomotor activity in mice [24] and also
participate in the development of obesity [for review, see 25]. The
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link between sex hormones and obesity could be related to the
human sex differences in body fat distribution [26]. The aim of the
present work is to compare sexes in the effects of obesity on daily and
circadian locomotor activity, and daily profiles of parameters related
to MS (circulating glucose, triacylglycerides, insulin and leptin) in the
adult mouse N. alstoni. Due to the possible relationship between
circadian alterations and metabolic disorders, this species is of special
interest in addressing this problem, because of spontaneous weight
gain in captivity, when fed with regular chow diet.

2. Methods
2.1. Animals and housing

Female (F) and male (M) young adult N. alstoni were collected in
the field as described elsewhere [23]. The following morphological
characteristics were used to identify the captured population: body
weight below 40 g, body length between 100 and 130 mm, ears al-
most hairless, and the upper parts of the body covered with a dense
clear gray fur and whitish underbelly [27,28]. All animals were depar-
asited by ether anesthesia and brushing, and then kept in individual
cages at the vivarium facilities of the Facultad de Ciencias, UNAM.
Commercial diet for laboratory rodents (Rodent Lab Chow 5001, Pur-
ina Inc.) and tap water were provided ad libitum, room temperature
was between 18 and 23 °C, light-dark cycles (LD) were set at 12:12
(photophase: 0600-1800, 200-250 1x). By the seventh month in cap-
tivity, female and male mice were separated by bodyweight (BW) in
two groups: lean male (LM) and lean female (LF) mice (BW 4942 g)
and obese male (ObM) and obese female (ObF) mice (BW 73+2 g),
with obesity characterized according to the Lee index, [29] modified
by Ernsberger [30] calculated as the cube root of body weight
(g°33) divided by nasoanal length (mm) and multiplied by 10%
Food intake estimation in LD was performed by weighing chow pel-
lets, at lights on and lights off for ten days. All procedures described
in this work were carried out in accordance with the Guide for the
Care and Use of Laboratory Animals [31] and the official Mexican reg-
ulation for experimentation in animals [32].

2.2. Locomotor activity recordings

Freely moving locomotor activity was recorded by infrared light
beams in a non-wheel running environment. Each cage was placed
in a light-tight wooden box, equipped with a fluorescent lamp
(200-250 Ix) controlled by a timer. Ventilation inside the chamber
was kept constant using a small fan, and room temperature was
kept between 23 and 25 °C. Equipment and acquisition data software

ACTBIO were designed at Facultad de Psicologia, UNAM, Mexico. Each
beam interruption was considered as a single event and data were
collected by a PC every 10 min (bin cell), and analyzed both in photo-
phase and scotophase (light or dark phase of the LD cycle, respective-
ly) by means of software ACTIVIEW® (Minimitter, Sunriver, OR) and
DISPAC (IFC UNAM, Mex.). When maintenance was needed in dark-
ness, a background of dim red light was used (2-3 Ix). Data obtained
from locomotor activity recordings were compared among groups
(28 lean and 28 obese males, and 20 lean and 20 obese females).

2.3. Metabolite and hormone assays

A separate group of mice (6 LM, 6 ObM, 6 LF and 6 ObF) were used
to quantify blood parameters (except for leptin, where we used 5
from each group) at the following LD cycle time of sampling: at
lights-on, at noon, at lights-off, and at midnight, corresponding to
Zeitgeber time (ZT): 0, 6, 12 and 18 respectively. Samples of around
800 pl were taken from each animal, with a frequency not exceeding
once every fourth day. In order to quantify basal concentrations of
each parameter, the animals were deprived of food 4 h before sam-
pling. Blood samples were taken from the retro orbital sinus using
heparinized capillary tubes, in animals anesthetized with volatilized
isofluorane (Dorin, Halocarbon Labs, USA). All samples were spun at
3500 rpm/5 min, and then 400yl of plasma were separated and
kept at — 70 °C until assayed. The analytical assays were done accord-
ing to the manufacturer's instruction: triacylglycerides and glucose
were quantified in plasma by an enzymatic method, using Spinreact
Glucose-Tr and Spinreact Triacylglycerides-L kits; insulin and leptin
were quantified by Ultra Sensitive Mouse Insulin and Mouse Leptin
ELISA kits, (both from Cristal Chem. Inc, USA). All reactions were mea-
sured by means of a micro plate reader (Spectramax 190, Molecular
Devices, USA).

2.4. Data analysis

All values are shown as mean £ SEM. Comparisons were made by
means of Analysis of Variance (one way ANOVA) followed by Tukey's
multiple pairwise comparisons, or unpaired student's T-test when in-
dicated (Stat Graphics Centurion 16.1.05 software). Statistical signifi-
cance was considered when p<0.05. Activity data were analyzed by
means of double plotted actograms, average waveforms and x? peri-
odograms were obtained by means of ACTIVIEW® and DISPAC soft-
ware. Phase of activity onset was defined as the time at which
activity exceeded 50% of the amplitude during at least six consecutive
bin units. During entrainment in LD, phase angle relationship (¥),
was considered as the difference in time (min) of the activity onset
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Fig. 1. Changes in body weight average (+SEM) in Neotomodon alstoni. Males (A) and females (B), followed during 8 months (n= 6 mice, each group). Empty symbols represent
lean animals and filled ones indicate obese animals. Lee index in relative units (RU) for obese and lean mice at month 8th in captivity is compared within each graph (*=p<0.05,

student's T test).
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and lights off; when the activity onset occurs before lights off, ¥ is
shown with a positive sign. Activity during subjective night (o) or
during subjective day (p) in DD, was determined by the average
waveform of 10 consecutive days in DD, from actograms fitted to re-
sultant period.

3. Results
3.1. Body weight increment

Fig. 1A shows the growth curves of males (LM = empty squares;
ObM = filled squares) and Fig. 1B of females (LF = empty circles;
ObF = filled circles), from a sample of 6 each group, followed during
8 months. After capture, all animals increased their BW during the first
month and then, the rate of BW increase diverged among individuals.
By the 7th month, two groups of mice with different BWs could be distin-
guished (p<0.05). The same occurred with the Lee Index in Relative
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Units (RU) shown in the same figure (inside plots). By the 8th month,
the average index for ObF: 321+ 20 RU and LF: 267 422 RU, while in
ObM: 348 4+-28 RU and for LM: 272 + 18 RU; p<0.05, student's T-test.

3.2. Locomotor activity in LD and DD

Fig. 2A shows representative actograms from lean (left) and obese
mice (right) entrained to LD cycles and then released to DD. Photo-
phase is indicated with a square inside the actogram. Comparisons
of the average locomotor activity (crossings/bin cell; Fig. 2B) showed
that in scotophase, LF display greater mean activity than LM (88.3 +
15.4, and 30.8 £6.4 crossings/bin cell, respectively, p<0.05). Also,
ODF (49.5+8.5 crossings/bin cell) display lower mean activity than
LF; while no differences were found between ObM and LM (34.8 +
6.3 and 30.8+6.4 crossings/bin cell, respectively). No differences
were found between groups during the photophase (ObF: 7.7 +3.4
and LF: 5.941.6; ObM: 53+0.1 and LM: 2.9+ 0.5 crossings/bin
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Fig. 2. Daily locomotor activity. Representative actograms (A) depicting the locomotor activity rhythm in LD (photophase indicated as an esquare inside actograms) and DD, from
lean (left) and obese (right) N. alstoni. (B; filled bars = obese, empty bars = lean), shows the quantification of locomotor activity under LD cycles. During the night, differences were
found between LF and LM, as well as between LF and ObF. A similar pattern of differences were observed in the onset of activity (C). Males did not show differences between lean

and obese. (*=p<0.05, student's T test).
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cell). When analyzing the phase relationship (V) in LD with respect
to lights-off (Fig. 2C), it was observed that LF tend to display an earlier
onset (V¥:1.5+ 2.3 min) than LM (¥: —8.44 5.4 min). This tendency
became statistically significant in ObM and ObF (V=-—19.4+
3.5 min, ¥ =12.14 3.2 min, respectively; p<0.05; student's T-test).

When comparing mean daily food intake for ten days during pho-
tophase, no significant differences were found between LM (0.28 +
0.08 g per animal) and LF (0.21+0.05 g), neither in ObM (0.25+
0.04 g) ObF (0.21+0.06 g) nor during the scotophase in LM (4.7 +
2.2 g) and LF (5.22+0.4 g) and between ObM (4.7 +£0.4 g) and ObF
(5.540.32g). This feeding pattern corresponds to a nocturnal
animal.

After at least 10 days in LD, the animals were exposed to constant
darkness (DD). Fig. 3A shows some characteristics of the free-running
circadian rhythm of locomotor activity. Fig. 3A shows the percentage
of the circadian rhythm classified as subjective day (p white bars) or
subjective night (o black bars). The circadian cycles of lean mice are
characterized by a larger period of rest (p LM =56.6%+0.85, p LF=

A

*
* *
:\540-
=
S 30+
10 1
.M F, M F

Y
Lean

Y
Obese

* *

100 1 —

%

60 4

o)

404

204 —+—— {
0+ . . .
M FooM

| Y
p o

Activity in DD (bin cel/10 min)

F

(@)

251

HH
HH
—

Period in DD (h)
N
~
-
—

23 T d
M F

Fig. 3. Circadian locomotor activity. Percentage of activity (o black bars) and rest
(p empty bars) in constant darkness (A), shows that there are significant differences
between o and p in all groups, except in obese females. Activity average (cross-
ings/10 min) is also shown in (B), with a significant decrease in ObF. No significant
changes in free running period were noted between sexes or between lean and obese
mice.

55.2% 4+ 1.2), whereas obese mice show reduced resting time, particu-
larly ObF (p 49.5, 4 1.5%). Comparing the average amount of locomotor
activity either in o and p respectively (crossings/bin cell; Fig. 3B),
showed that in subjective night (), LF display more average activity
than LM (824125, and 284 6.5 crossings/bin cell, respectively,
p<0.05). ObF (42.3 4 10.7 crossings/bin cell) also displayed lower aver-
age activity than lean females (p<0.05). Also, LF were more active in
subjective day than LM (11.7+2.4 and 4.5+ 1 crossings/bin cell, re-
spectively). Circadian free running period, as determined by periodo-
gram analysis (t, Fig. 2C), did not show statistical differences
between lean and obese mice, either in males (LM t=23.7+0.05 h;
ObM t=23.76 £0.05h), nor females (LF t=23.8+0.09h; ObF
t=24.11£0.26 h).

3.3. Metabolites and hormones profile in LD

Table 1 shows the highest (up arrow) and the lowest (down
arrow) average of the values (4 SEM) of all blood parameters tested,
as well as their corresponding time (ZT). Significant differences in
timing (p<0.05, one way ANOVA) along LD cycle are indicated with
(*) in lean mice. Leptin did not show daily variations in lean mice, ei-
ther for M or F, neither did insulin vary among F; otherwise most
of the parameters display daily variations. Peak times (ZT) were dif-
ferent between LM and LF in glucose (ZT 06, and 12), insulin (ZT 06
and 0) and leptin (ZT 12 and 0), respectively.

Differences in peak amplitude, or lowest average values between
obese and lean are indicated with a (#). The peak of insulin in ObF
was increased 156% relative to that in LF. Leptin was elevated five-
fold (500%) in ObF compared to LF; while ObM showed an increase
of about 273% relative to LM.

Fig. 4 displays double-plotted curves for average values (4 SEM),
at all time points tested, for basal glucose, insulin, triacylglycerides
and leptin. Amplitudes of curves in all of the graphs indicate a ten-
dency toward higher values in obese than in lean mice, statistical dif-
ferences (Student's T-test, p<0.05) at the same time point between
lean and obese are shown with an (*).

3.3.1. Glucose

Increased average glucose levels (14%), were mainly found in ObF
during the photophase, whereas ObM did not show differences with
LM. Glucose peaks at ZT 6 were present in both obese and lean
mice. Lowest values were found during the scotophase. Comparisons
between obese and lean mice at all ZT timepoints indicate significant-
ly higher values in ObF at ZT 6 and 12.

3.3.2. Insulin

Increased levels of insulin were observed in ObF at ZT 0 and 6, i.e.
by the end of the night and at noon (156% increase), whereas in ObM,
these higher levels (60%) were only detected at ZT 12.

3.3.3. Triacylglycerides

Increased triglyceride levels (49%) were found in ObF compared
with lean; however, significant differences were detected only at ZT
18. However, the variance in female triacylglyceride levels was great-
er than that for insulin concentrations.

3.34. Leptin

Both ObM and ObF showed increased leptin levels compared with
lean mice at all timepoints tested (273% and 500%, respectively). Par-
ticularly, the highest levels were found in obese females. Leptin peaks
occurred at the end of the dark phase in both groups.

No differences were found when comparing LM and LF in all pa-
rameters tested; however, we observed that females tended to have
higher basal glucose and leptin levels.
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Table 1

731

Serum profiles. Average (4 SEM) of the highest (up arrow) and lowest values (down arrow) found in lean and obese mice. Corresponding ZT is also noted. Significant differences
between high and low values in the same group are indicated with (*) while significant differences between obese and lean for each parameter tested are indicated with (#).

Females Males
i} ZT g zT @ ZT il ZT
Glucose (mg/dl) Lean 98+ 10" 06 72+6 18 115+11* 12 77+4 18
Obese 140+ 29 06 8246 18 111+£11 06 94+7 00
Insulin (ng/ml) Lean 0.85+0.22% 06 0.56+0.29 18 1.0940.28* 00 033 +0.06% 12
Obese 2.184+0.59 00 0.9140.21 18 1.60 +0.42 00 0.82+£0.19 18
Triacylglycerides (mg/dl) Lean 113 £25* 06 36+6 18 117 £20* 06 34+5% 18
Obese 169+ 41* 06 60+11 18 134+22 00 73420 18
Leptin (ng/ml) Lean 0.44+0.18% 12 0.24+0.09% 18 0.45 +0.13% 00 0.17 +0.04% 18
Obese 2.654+0.70 00 1.3440.51 06 1.68 +0.42 00 0.91+0.26 12

4. Discussion

In the present work, mice were kept in a non-wheel running envi-
ronment, yet displayed clear circadian rhythms in locomotor activity,
as previously observed [23]. We used wild captured mice, which pre-
sumably have high variability among individuals. As part of this vari-
ability, we consider the possibility that age in all animals used is not
the same; however, the main criteria to choose animals were charac-
teristics usually shown by young adults [28]. By the time the activity
recordings were performed and blood samples were taken, the ani-
mals had been kept under vivarium conditions for 7 months, reducing
the possibility that the findings were a consequence of incomplete ac-
climation to laboratory conditions. It is known that in other models of
rodents, many of the circadian properties studied in the present work
may change with age [33-38]. It is important to note that N. alstoni in cap-
tivity have shown a lifespan longer than 3 years ([18] and unpublished

observations); therefore, it is unlikely that the young adults here could
be considered old.

Steroid hormones from the male and female gonads influence the
function of the circadian system in adulthood [39]. Sex differences in
free running period have been reported in other species of rodents
[40-44], as well as differences in the timing of activity onset [36]. In
mice, sex differences in circadian rhythms indicate that androgen re-
ceptors are more abundant in the male SCN, and gonadectomized
mice drastically change their activity profile and free-running period.
In contrast, ovariectomized females do not show such profound ef-
fects, but they do display a reduction in activity levels and increased
variance in the activity onset time [24].

With regard to the latter, it is important to point out that similar
results were observed in ObF N. alstoni, both in circadian locomotor
activity and metabolite/hormone profiles (Figs. 2 and 3). There is in-
creasing evidence that obesity in mice may be related to a deficiency
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Fig. 4. Daily profiles of obesity-related metabolites in N. alstoni. Filled symbols are data from obese mice; empty symbols are from lean mice (average 4+ SEM). LD regimen is indi-
cated with horizontal white/black bars and asterisks denote significant differences between groups at a given time point (student's T-test, p<0.05). Left graphs are data obtained
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in estrogen signaling [for review, see 25], in other rodent species has
been shown that the presence of estrogen receptors in female's SCN is
reduced, however its input or output pathways may be affected
[45,46], therefore it is possible that a deficient signaling in estrogens
may occur in ObF Neotomodon, It is unlikely that the observed reduc-
tion in activity is due to a masking effect in LD (Fig. 2), since the anal-
ysis of data in DD indicate similar reduction of the activity in
subjective night (Fig. 3).

With the caveat that precise age is unkown in these wild mice, it was
nevertheless possible to discern a difference in weight-gain tendency in
mice kept in animal house facilities. During the first month after cap-
ture, all animals showed a rapid increase in BW, but by the fourth
month some animals stabilized their BW while others kept increasing
it (Fig. 1). Initially, females showed a more rapid increase in BW than
males; however, by the 7th month the percent of animals classified as
obese is 50-60% for each sex. This fact may be of interest because of
the known relationship between sex and of the development of obesity
[41,42,47,48]. Since obesity in N. alstoni is spontaneously developed by
ad libitum provisions of food, this species may provide a good system for
addressing the question of how sex differences in weight gain occur.
The fact that some mice develop obesity while others do not, even
though they all were exposed to the same conditions (space, food,
etc.), indicates that the propensity for obesity in N. alstoni may be
heritable, triggered by the ad libitum food access; however, further
studies on population genetics are needed.

Some of the changes in circadian locomotor activity rhythm ob-
served in the present work have also been observed in rodents with
hypercaloric diets or genetically induced obesity [9,49-54]. We con-
sistently found that MS plasma-related parameters in obese mice, af-
fect females to a greater extent than males, as observed in Table 1.
Also, we observed that the peak times for most of these parameters
were different in lean mice, in addition to observed sex differences.
The daily profile of plasma metabolites, as well as circadian locomotor
rhythm properties (phase relationship relative to zeitgebers and re-
duced average activity) indicate a sex difference in the effects of obe-
sity in this species.

Obesity may be affecting clock mechanisms [9,55-57]. In particu-
lar, the high concentrations of leptin associated with obesity may be
related to observed changes in circadian and entrained locomotor ac-
tivity rhythms. It is known that leptin exerts a feedback effect on the
circadian pacemaker. The presence of leptin receptors in the SCN has
been reported in the rat [58,59], and in vitro leptin induces phase ad-
vances in the firing rate in the SCN [60,61] as well as synthesis of key
clock proteins PER1 and PER2 [53].

In lean mice, we observed daily variation in the basal concentra-
tions of most metabolites studied, indicating a possible circadian reg-
ulation (Table 1, ANOVA differences indicated by an *). Glucose
results are consistent with findings in other strains of mice [62] and
might correlate with the hypothesis that during the day, nocturnal
mice are resting and almost no feeding occurs; therefore, the homeo-
static levels should ensure sufficient glucose and triacylglycerides to
provide energy during rest. We tested glucose after 4 h of fasting to
obtain basal serum concentrations; but it is likely that in non-fasted
animals, glucose levels would be higher at the beginning of the dark
phase, when mice start their locomotor activity and feeding.

Of particular interest is the fact that leptin increases five fold in
obese females, while in obese males it increases only about two
fold, even though BW was similar between groups; indicating anoth-
er important sex difference in the obese condition in this rodent. Lep-
tin regulates energy pathways [63] and a high level of leptin in the
obese is suggestive of a state of leptin resistance. High level of insulin
associated with leptin resistance is known in humans as “selective
leptin resistance” [64,65], and aging could favor weight gain and
changes in leptin levels [66,67]. Also, it is important to note that in
obese animals, all the parameters tested, except triacylglycerides,
were statistically arrhythmic (ANOVA); which may indicate that the

MS-related condition is accompanied by a circadian deregulation.
The average values of main parameters in obese animals appear to
be rhythmic, however because of the larger variability in data, no sta-
tistical differences were found between timing of samples tested, in-
dicating that circadian rhythmicity could be disrupted in each
individual. Alternatively, individuals could be desynchronized from
each other, or some combination of these mechanisms.

Non-traditional models allow studies of variation in physiology,
typical within natural populations [68], and may lead to the discovery
of useful animal models of human disease, as in the case of the mouse
Peromiscus californicus, which develops diabetes mellitus type 2 when
fed commercial diets [69,70]. The results obtained in the present
work lead us to conclude that the Mexican volcano mouse N. alstoni
have naturally occurring variation in the development of obesity, in
association with some of the parameters typically present in the MS
in humans, such as hypertriacylglyceridemia, hyperinsulinemia and
hyper leptinemia. Nevertheless it is important to get complementary
evidence, such as blood pressure, and free fatty acid blood concentra-
tion, to make an analogy with the MS in humans.

Differences between obese and lean mice are clearer in female
than in male N. alstoni; which is important considering that this
model may be useful in addressing the relationship between obesity
and sex [25,26]. In the present work, obesity in mice resulted from
regular rodent chow and was not induced by any treatment. Most im-
portantly of all, only some animals developed obesity, suggesting that
genetic variation in the natural population may lead to differences in
the propensity for developing obesity.
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ANEXO 2: MICROFOTOGRAFIAS DE VIP

A) Anterior Medial Posterior

Medial

Anexo 1.- Expresion de VIP (péptido intestinal vasoactivo) en el nicleo supraquiasmatico de ratones... (definir los

grupos) en TC 14 (A) y TC 22 (B). El Protocolo de inmunohistoquimica es descrito en Capitulo 4.
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ANEXO 3: MICROFOTOGRAFIAS DE VIPR2

En el caso de la visualizacién en la expresion del receptor VIPR2, los cerebros fueron
incubados con el anticuerpo VIPR2 (48 hr; 1:250; Santa Cruz Biotechnology) en PBSGT (1%
suero de cabra, 0.1% tritén en PBS. Posteriormente se coloco en el anticuerpo secundario (2 h;

1:1000 en PBS).. Después de cada incubacién se hicieron 3 lavados de 10 min en PBS.

Los cortes fueron montados en portaobjetos tratados con poly-D-lisina (SIGMA), con
una solucién de montaje (CC-mount; SIGMA) y dejando secar toda la noche. .Las imagenes
del NSQ se obtuvieron con microscopia confocal en el Instituto de Neurobiologia de la

UNAM.

F-D Sin Puko F-D ConPulso F-O Con Pulso

..

Anexo 1.- Expresién de VIPR2 (péptido intestinal vasoactivo) en el nicleo supraquiasmatico de ratén
de los volcanes...en TC 14 y TC 22.

TC14

TC 22
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