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RESUMEN

En roedores sometidos a una restriccion temporal del acceso al alimento (RA) se presenta
un aumento en la actividad locomotora en las 3 horas previas a la llegada del alimento,
denominada Actividad Anticipatoria al Alimento (AAA) cuya expresién dependen de un
oscilador circadiano y que es modificada durante la condicion de obesidad. El 50% de los
ratones Neotomodon alstoni mantenidos en vivario con una dieta estandar de laboratorio
desarrolla obesidad. Los mecanismos que subyacen a las diferencias interindividuales
para el desarrollo de obesidad en esta especie aun son desconocidos, ademas los
ratones obesos presentan altas concentraciones en sangre de triacilglicéridos, leptina,
insulina y una disminucién en amplitud y duracién de la AAA. Debido a que el hipotalamo
juega un papel fundamental en la regulacién de la ingesta y en la expresion de la AAA, el
presente estudio pretende determinar si la obesidad en ratones modifica los patrones de
activacion neuronal hipotalamica (medida como la presencia de la proteina FOS) durante
la expresién de AAA. Los ratones obesos mostraron una tendencia hacia la reduccién en
la cantidad de neuronas FOS positivas (FOS+) en el nucleo supraquiasmatico (NSQ)
independientemente de la condicion de alimentacién. Durante la RA unicamente los
ratones delgados mostraron un aumento en FOS+ en los nucleos hipotaldmicos
dorsomedial (DMH), arqueado (ARC) (nucleos que regulan la ingesta y el balance
energético) y en regiones limbicas como el giro dentado del hipocampo y la corteza
cingulada; la ingesta de alimento en la RA fue menor en ratones obesos. Los datos
sugieren que en la condicién de alimentacién ad libitum la disminucién en la activacion
neuronal en el NSQ y la disrupcién circadiana podrian contribuir al incremento en el
consumo de alimento y la excesiva acumulacién de grasa en los ratones obesos. Asi
como la disminucion en ratones obesos de la activacion neuronal en el ARC y DMH
durante la RA se puede relacionar con la disminucion del consumo de alimento y en la

expresion de AAA.
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INTRODUCCION

La capacidad de anticipar la disponibilidad periddica de alimento es de gran
relevancia adaptativa y conlleva la integracion de senales temporales y del estado
del balance energético de los organismos. El sistema digestivo cumple una funcion
basica para la supervivencia y su funcionamiento esta regulado por una serie de
senales externas e internas, que se integran en el sistema nervioso central (SNC),
particularmente en el hipotdlamo. En esta regién cerebral se han descrito
diferentes poblaciones neuronales que participan tanto en la integracion de
referencias temporales ambientales, como en la regulaciéon de los patrones de
ingesta de alimento y el balance energético. A su vez el hipotalamo se relaciona
con otras areas cerebrales capaces de modular las respuestas conductuales ante
la disponibilidad periédica de alimento. Actualmente se cuenta con protocolos
experimentales en los que se modifica la disponibilidad de alimento y que permiten
estudiar la conducta de los animales ante este estimulo. Por otro lado, uno de los
mayores problemas en materia de salud publica en México, es la obesidad. Esta
enfermedad, se caracteriza por una desregulacién en el balance energético, como
consecuencia de la alteracion en los patrones de alimentacidn. Por esto es
importante analizar en modelos animales experimentales las alteraciones neurales
que ocurren en la condicion de obesidad y la respuesta de los centros de
regulacion de la ingesta de alimento ante retos fisiolégicos. En particular, resulta
de interés conocer los patrones de activaciéon neuronal hipotalamica durante un
protocolo de restriccién temporal del acceso al alimento, usado para el estudio de
la manifestacion del Oscilador Sincronizado al Alimento (OSA). Estos estudios
brindaran informacién acerca de las alteraciones en la integracion central de
informacion del balance energético durante la condicién de obesidad; y aportaran
conocimiento sobre las poblaciones neurales que forman parte del OSA vy los

procesos neurofisioldgicos que subyacen al mismo.



2. ANTECEDENTES GENERALES

2.1 Ritmos bioldgicos

Debido a los ciclos geofisicos inherentes al planeta Tierra, la mayoria de los seres
vivos estan expuestos a fendmenos ambientales que se repiten en un intervalo de
tiempo constante. Un fendmeno ambiental ritmico e invariable que se repite cada
24 horas (zona intertropical), es la sucesion del dia y la noche. Por lo anterior, a lo
largo de la evolucidn, los organismos han desarrollado un sistema que les permita
percibir el paso del tiempo con base en el ciclo diario de luz y asi anticipar

funciones o conductas de acuerdo al contexto ambiental ritmico (Refinetti, 2005).

Definicion, caracteristicas y clasificacion de los ritmos biolégicos

Ritmos bioldgicos se definen como los cambios en sistemas bioldgicos, ya sea en
variables bioquimicas, fisiolégicas o de la conducta que se repiten en un intervalo
constante de tiempo (Willard y Koukkari, 2006). Como ejemplos de ritmos
bioldgicos tenemos el patron de secrecidn de hormonas, la frecuencia cardiaca, el
ciclo sueno-vigilia, la floracion en plantas, conidiacion en hongos, o la

reproduccion de algunos animales.

Existen varias caracteristicas utiles para el estudio de los ritmos bioldgicos,
las cuales se desprenden del analisis matematico que describe a cualquier
oscilacion periodica auto-sostenida. Primero definimos a la fase, como cualquier
punto francamente distinguible en la oscilacion. Se le denomina acrofase a un
maximo relativo en la oscilacion, al minimo relativo de la oscilacion se le denomina
batifase. El mesor representa el promedio para todos los valores de la oscilacion.
El periodo se define como el tiempo que transcurre en la repeticion de fases
equivalentes en la funcion, la frecuencia se calcula como el inverso del periodo y
representa el numero de ciclos en una unidad de tiempo determinada, la amplitud
se define como la diferencia instantanea entre cualquier fase y el mesor (Prosser,
1991).



Los ritmos biolégicos se pueden clasificar de acuerdo con su frecuencia en
relacion a un dia o al tiempo que transcurre para completar un ciclo. Si el periodo
de un ritmo biolégico observado en condiciones constantes (ausencia de cualquier
estimulo que pueda brindar una referencia temporal al organismo), se encuentra
en el rango de 20 a las 28 horas, se considera circadiano, como es el caso del
ciclo suefno-vigilia o la variacidon en la temperatura corporal en el ser humano. Si el
periodo del ritmo es menor a 20 horas, se considera ultradiano (varios ciclos en un
dia) y cuando es mayor a 28 horas se denomina infradiano (requiere mas de un
dia para completarse). Cuando son clasificados con base en la similitud de su
periodo a la de un ciclo geofisico, reciben el prefijo latino circa (cercano a) y
después el sufijo correspondiente al ciclo geofisico, tal como dia (circadiano), afio

(circaanual), marea (circamareal) etc. (Refinetti, 2005).

Ritmos circadianos y sus propiedades

Los ritmos biolégicos que presentan periodos aproximados de 24 horas o
circadianos, estan presentes practicamente en todos los organismos a la fecha
estudiados, desde bacterias hasta mamiferos, lo que refleja su gran importancia
adaptativa (Willard y Koukkari, 2006). Existen varias propiedades en comun en los
organismos para los ritmos circadianos: son innatos (se generan de manera
endégena, y por lo tanto persisten en ambientes constantes), su periodo
circadiano compensa los cambios de la temperatura, y su principal sincronizador
es la luz (Bass y Takahashi, 2010).

2.2 Oscilador enddgeno y sistema circadiano

Oscilador maestro en mamiferos, Nucleo Supraquiasmatico

Para que un organismo sea capaz de generar una ritmicidad endoégena debe
poseer mecanismos con propiedades semejantes a las de un sistema oscilador-
marcapasos interno, parecido a un reloj, que sea capaz de ajustarse con las

sefales ambientales (Shibata et al., 2010).
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En los mamiferos existe un sistema marcapasos circadiano capaz de
ajustarse al ciclo luminico de dia y noche y que recibe informacion desde los foto
receptores y neuronas ganglionares de la retina, principalmente a través del tracto
retino-hipotalamico y actua como un reloj interno. Este marcapasos maestro se
localiza en el hipotalamo anterior, y se constituye por un nucleo pequefio bilateral
(8,000 neuronas cada uno) adyacente al tercer ventriculo y que descansa sobre el

quiasma optico, por lo que se le denomina Nucleo Supraquiasmatico (NSQ).

Mecanismo molecular de las oscilaciones en el NSQ

El mecanismo molecular mediante el cual las neuronas del NSQ son capaces de
oscilar, surge de la interaccion de los productos proteinicos de cuatro genes
principales, denominados genes reloj: Clock, Bmall, Per y Cry. Las proteinas
CLOCK y BMAL se heterodimerizan en el citosol y de esta manera son capaces
de translocarse al nucleo celular y promover la transcripcion de los genes Per y
Cry. Las proteinas PER y CRY se acumulan en el citosol y también forman
heterodimeros, que al ser fosforilados, son capaces de translocarse al nucleo
celular e inhibir su propia transcripcion al inhibir la actividad de CLOCK-BMAL1.

A su vez la expresion ciclica de genes reloj, modifica la expresion de un vasto
conjunto de otros genes, referidos como "genes controlados por reloj" y de esta
manera el NSQ es capaz de modificar de manera ritmica tanto la fisiologia como la

conducta de los organismos (Refinetti, 2005; Sassone-Corsi, 1998).

El Sistema Circadiano

Al conjunto de un oscilador o reloj auto sostenido (NSQ), una via de sincronizacion
aferente o via de entrada (tracto retino-hipotalamico) y una via de salida o eferente
del ritmo manifestado por distintos parametros (desde la liberacion de factores
neurohumorales hasta modificaciones en la conducta), se le denomina Sistema
Circadiano (SC); (Hall, 1995). Sin embargo, las vias de salida implican también
poner en fase a otros osciladores fuera del NSQ, denotados como osciladores
periféricos.

11



Osciladores periféricos

El SC también consta de la accidon coordinada entre el NSQ y un conjunto de
osciladores subordinados en organos periféricos. Algunos de los o6rganos
considerados como osciladores periféricos son el higado, el corazén, las géonadas
y el tejido graso (Bass y Takahashi, 2010). La coordinacion entre el NSQ vy los
osciladores periféricos puede ser alterada ante condiciones no ritmicas o ritmos
atipicos a los naturales, por ejemplo cuando los ciclos habituales de sueno-vigilia o

de alimentacion son modificados (Hastings et al., 2003).

2.3 Oscilador sincronizado por Alimento

Antecedentes

Para los organismos heterotrofos, la energia obtenida del alimento es
indispensable para todas las reacciones metabdlicas que mantienen la vida; es por
ello que se han desarrollado estrategias para optimizar la adquisicion e ingesta de
estos sustratos energéticos, que tienen una disponibilidad sumamente variable en

el ambiente.

Regulacion hipotaldmica de la ingesta de alimentos

La regulacion de la ingesta de alimentos implica a varias regiones cerebrales,
donde el hipotalamo tiene un papel preponderante. El hipotalamo incluye a varios
nucleos o poblaciones neuronales que son necesarios para regular la ingesta de
alimento y mantener un balance energético tanto a corto como a largo plazo. Se
ha documentado que participan en esta funcidén principalmente, los nucleos:
Arqueado (ARC), Paraventricular (PVH), Dorsomedial (DMH), Ventromedial (VMH)
y el area lateral hipotalamica (LHA) (Barsh y Schwartz, 2002). La funcion de
algunos de estos nucleos fue descrita desde mediados del siglo XX en los
estudios de Stellar, a partir de los cuales se genero la hipétesis del “centro-dual
hipotalamico”, la cual propone que el VMH es el centro de la saciedad y el LHA el
centro del hambre (Stellar, 1954).
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Actualmente se reconoce al hipotalamo como uno de varios componentes
de una red distribuida que controla aspectos multiples de la conducta de ingesta.
En relacion directa con la regulacion de la ingesta de alimento, en el ARC existen
dos poblaciones diferentes de neuronas que son capaces de responder
directamente ante sefales humorales, por o que se denominan de primer orden.
La poblacion neuronal localizada en la parte ventromedial del ARC, la cual
expresa y libera al neuropéptido Y (NPY) y a la proteina r-Agouti (AgRP), se
considera el sistema efector anabdlico. Al activarse, estas neuronas promueven el
incremento de las reservas energéticas y del peso corporal mediante un aumento
en la ingesta de alimento y la reduccion en el gasto energético. El sistema efector
catabolico, esta compuesto por neuronas de la porcion dorso-lateral del ARC, las
cuales expresan proopiomelanocortina (POMC) y liberan melanotropina (a-MSH),
lo que produce un decremento en las reservas energéticas y del peso corporal,
mediante la reduccion en la ingesta de alimento y un aumento en el gasto

energético (Barsh y Schwartz, 2002).

Ambas poblaciones neuronales estan influenciadas de manera opuesta por
factores humorales. Hormonas como la leptina, insulina y el neurotransmisor
serotonina estimulan al sistema efector catabdlico e inhiben al sistema efector
anabdlico. Por otro lado, la hormona grelina tiene un efecto opuesto, inhibiendo al
sistema efector catabdlico y activando al anabdlico. La respuesta coordinada de
los sistemas efectores catabdlico y anabdlico ante factores que se generan fuera
del ARC, se logra por la interaccién directa entre las poblaciones neuronales
dentro del mismo nucleo (NPY, POMC), ya que modulan su actividad de manera
reciproca inversa (Schober et al., 1996). Ademas el hipotalamo es una regién
cerebral de gran importancia para la regulacion del balance energético global y el
control, via sistema nervioso autonémico, tanto de la adquisicion como del gasto
energético (Berthoud, 2002).

13



Sincronizacion al alimento y el Oscilador Sincronizado por Alimento

Una estrategia fundamental para asegurar la adquisicion e ingesta de alimento, es
la capacidad de anticiparse a la disponibilidad periddica del mismo. Esta
capacidad fue reportada por primera vez en el afio de 1919 por el grupo de trabajo
de Karl von Frisch, ya que al estudiar abejas notaron que éstas se acercaban a un
desayunador todos los dias en busqueda de alimento en un mismo horario por la
mafana, horario que coincidia con la llegada de jarabes y frutas para los
comensales y que solo estarian disponibles por un par de horas al dia. Es decir,
que las abejas eran capaces de anticipar la disponibilidad de alimento con una
precision cronométrica, mas tarde se demostr6 que las abejas solo podian
anticipar los horarios de alimentacion que se encontraban dentro del rango

circadiano (Moore, 2001).

En mamiferos, fue Richter en 1922, quien reporté que esta anticipaciéon es
notoria en ratas cuando el acceso al alimento esta en la fase habitual de reposo y
por un lapso breve. De manera natural, la ingesta de alimento se encuentra
coordinada con el ritmo circadiano de actividad locomotora dado por el NSQ, de tal
forma que un animal suele alimentarse durante la fase de mayor actividad
locomotora. Sin embargo, cuando el alimento se presenta unicamente en la fase
habitual de reposo o de menor actividad locomotora, se hacen evidentes una serie
de cambios conductuales que permiten asegurar la ingesta diaria durante este
horario atipico de la disponibilidad de alimento. Posteriormente, se demostré que
esta conducta anticipatoria responde a un oscilador circadiano referido como
Oscilador Sincronizado por el Alimento (OSA), independiente del NSQ, ya que
ratas con ablacidon bilateral del NSQ, que no son capaces de exhibir un ritmo
circadiano de actividad locomotora sincronizado al fotoperiodo, conservan la
capacidad de presentar un componente de la actividad locomotora (incluso en
condiciones constantes de oscuridad) que se anticipa a la llegada del alimento o
Actividad Anticipatoria al Alimento (AAA) (Stephan y Zucker, 1972; Stephan,
2002).

14



A la fecha no existe consenso en un locus neural para el OSA, pero el
hipotalamo se ha relacionado ampliamente con la sincronizacion al alimento y la
expresion de la AAA (Patton y Mistlberger, 2013; Stephan, 2002). En particular se
ha senalado la participacion de los nucleos ARC, PVH, DMH y Ventrolateral (VLH)
en la expresion de la AAA (Angeles-Castellanos et al., 2003; Saper y Fuller, 2007),
la cual parece depender de las caracteristicas del protocolo de restriccion
alimentaria y del grado de restriccidon caldrica alcanzado (Gallardo et al., 2014). Lo
anterior puede implicar que los deso6rdenes metabdlicos y el patron de
alimentacion alterado, asociados con la condicion de obesidad, tendrian un

profundo efecto en la expresion del OSA.

2.4 Genes de expresion temprana en el Sistema Nervioso Central

Genes de expresion temprana: proto-oncogén c-Fos
El proto-oncogén c-Fos, pertenece a la familia de factores de transcripcién de
expresion temprana que se caracterizan por una expresion rapida y transitoria en

ausencia de la sintesis de novo de proteinas.

El término expresién temprana, fue utilizado originalmente para designar
genes virales que iniciaban su transcripcion de manera inmediata al integrarse en
una célula huésped. Este término también es utilizado para describir a genes
celulares que se expresan de manera inmediata en células en reposo ante la
estimulacion con factores extracelulares. La proteina FOS presenta un motivo tipo
ziper de leucina que promueve la heterodimerizacién con miembros de la familia

Jun, asi como otro dominio de transactivacion en el extremo carboxilo terminal.

Al dimerizar FOS con la proteina JUN, forman el factor de transcripcion
temprana AP-1, el cual esta implicado en la regulacion de la expresién de genes
de expresion tardia, a su vez relacionada con cambios celulares a largo plazo ante

diversos estimulos (Hoffman, 1993; Kovacs, 1998; Morgan y Curran, 1991).
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Mecanismo de induccion de c-Fos

La region regulatoria del gen c-Fos contiene elementos de respuesta cis y varios
factores pueden inducir su expresion, entre ellos tenemos: factores neurotroficos,
despolarizacién, incremento en el influjo celular de Ca*'y la elevacion de Ca®*
intracelular/intranuclear (Kovacs, 1998). Los incrementos en AMPc provocan la
fosforilacion de CREB via proteina cinasa-A, CREB actua a través de los
elementos de respuesta en el gen c-Fos (CRE), de esta manera se da la
activacioén transcripcional y la transduccién de senales. La region promotora de c-
Fos también cuenta con una region AP-1, que se puede unir al heterodimero
FOS/JUN vy otros factores de transcripcion que modulan de manera negativa su

propia transcripcion (Sassone-Corsi, 1998).

FOS como marcador de activacion neuronal

La expresion de c-Fos tiene dos caracteristicas importantes por las cuales se le ha
considerado como un buen marcador de activacion neuronal: bajos niveles de
transcripcion en condiciones basales y la capacidad de ser inducido por un rango
amplio de estimulacién transcripcional/trans-sinaptica (Kovacs, 1998). Esta técnica
se basa en la demostracion de un aumento en la expresién del gen c-Fos ante la
estimulacion extracelular quimica o eléctrica. Por lo tanto, los patrones de
expresion resultan sumamente utiles para lograr identificar los grupos neuronales
que son activados por algun tratamiento experimental (Hoffman, 1993; Morgan y
Curran, 1991).

Expresion de c-Fos durante la sincronizacién al alimento

En diferentes estudios se han descrito los nucleos hipotalamicos que muestran
cambios en los patrones de activacion neuronal vista como la expresion del gen c-
Fos durante la RA. Los nucleos hipotalamicos que muestran un aumento en la
activacion durante la RA son: ARC, DMH, LHA, VMN. De manera contraria, los
nucleos que muestran una disminucién en su activacion durante la RA son: NSQ y
PVN (Angeles-Castellanos et al., 2003; Gallardo et al., 2014).
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Cabe resaltar que el aumento registrado durante la condicion de RA en la
activacién de los nucleos ARC y DMH, persiste aun después de varios dias en
condiciones de alimentacion ad libitum (Blum et al.,, 2012; Gooley et al., 2006;
Mieda et al., 2006). Por lo anterior la presencia de la proteina FOS es una
herramienta muy util para el estudio neuroanatémico-funcional de las regiones
cerebrales involucradas con la sincronizacion por alimento y la expresion de la
AAA.

Se ha propuesto que en condiciones de RA, es necesaria la inhibicion de la
actividad del NSQ para la expresion de AAA y que esta inhibicion depende
directamente de las proyecciones GABAérgicas que se originan en neuronas del
DMH. Las lesiones en el DMH resultan en la pérdida parcial o disminucion de la
expresion de AAA y a su vez aumentan los niveles de activacion basal en el NSQ.
Ademas, la subsecuente lesién del NSQ, genera la recuperacién en la expresion
de la AAA (Acosta-Galvan et al., 2010).

3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS
3.1 Obesidad y alteraciones del SC

Obesidad
La obesidad es definida como una condicion de desequilibrio crénico en la
adquisicidon y el gasto de energia, caracterizada por la acumulacion excesiva de

grasa corporal (Carmona-Alcocer et al., 2012).

Esta condicién afecta la salud y es el factor principal de riesgo de las
enfermedades que son las primeras causas de muerte en el mundo; como
enfermedades cardiovasculares (hipertension, hemorragias cerebrales), diabetes
mellitus tipo 2, hiperlipidemias, problemas 6seos y predisposicidn a ciertos tipos de

cancer, entre otras (OMS, 2011).
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indice de masa corporal y de Lee

La cantidad de tejido adiposo, su distribucion en el cuerpo y las consecuencias en
la salud asociadas a ésta, pueden variar considerablemente entre individuos
obesos. Para el ser humano, el indice de masa corporal (IMC) es un indicador
simple de la relacidon entre el peso y la talla corporal, que es utilizado
frecuentemente para identificar el sobrepeso y la obesidad. Este indice se calcula
dividiendo el peso corporal en kilos por el cuadrado de su talla en metros (kg/m?).
De esta manera, los individuos que presentan un IMC menor o igual a 18 son
considerados con bajo peso, de 18.5 a 24.9 en rango normal, de 25 a 29.9 con
sobrepeso y por ultimo son considerados obesos los individuos con un IMC mayor
o igual a 30 (OMS, 2013).

En el caso de modelos animales y en particular roedores, para obtener una
aproximacion indirecta de la composicion corporal se utiliza el indice de Lee. Este
resulta un analogo del IMC para humanos, y se calcula multiplicando 1x10* por el
resultado de dividir la raiz cubica del peso corporal del roedor en gramos, entre la
longitud naso-anal en milimetros. Los roedores con un indice de Lee igual o menor
a 285 son considerados en rango saludable de peso y para valores mayores o
iguales a 310 se consideran obesos (Simson y Gold, 1982; Carmona-Alcocer et
al., 2012).

Alteraciones del SC relacionadas con obesidad

El efecto de la obesidad se ha estudiado en diferentes modelos animales
experimentales. Cuando la obesidad es inducida mediante la administracion de
una diete alta en grasas, los animales obesos presentan varias alteraciones del
SC, entre ellas se encuentran: alargamiento del periodo del ritmo de actividad
locomotora en libre curso, la atenuacion del patron diario de alimentacién
(aumentando el consumo diurno de alimento) y una reduccioén en la amplitud de
expresion de genes reloj en tejido adiposo e higado (Kohsaka et al., 2007). Lo

anterior demuestra que la condicién de obesidad impacta directamente al SC.
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3.2 Modelos animales de obesidad y expresion de AAA
En roedores durante la condicion de obesidad, la expresion de AAA cambia de
acuerdo a la manera en la que la obesidad fue inducida, lo que genera resultados

contradictorios para un mismo protocolo de sincronizacion al alimento.

Obesidad inducida genéticamente

La leptina es necesaria para la regulacion de la adiposidad corporal a través de su
accion hipotalamica y su efecto aumentando la saciedad (Margetic et al., 2002).
En la rata Zucker obesa, deficiente del receptor funcional a leptina y que presenta
una marcada hiperfagia, se observa un incremento tanto en la amplitud como la
duracion de la AAA, en comparacion a las ratas silvestres delgadas (Mistlberger y
Merchant, 1999).

Obesidad inducida mediante dieta hipercaldrica

En la rata obesa por la administracion de dieta hipercaldrica, la amplitud vy
duraciéon de la AAA se reduce en comparacion a sus controles. Esta reduccion no
se debe a una disminucion general en la actividad locomotora y ademas el
promedio de peso corporal por grupo mostrd una correlacion negativa con la AAA,
esta correlacion fue mas fuerte para la AAA en comparacion con la actividad
locomotora general (Persons et al., 1993). No existen a la fecha reportes sobre los
patrones de activacidon neural de nucleos hipotalamicos relevantes para la

expresion de AAA en estos u otros modelos animales de obesidad.

3.3 El ratén de los volcanes Neotomodon alstoni

Caracteristicas generales de Neotomodon alstoni

El raton de los volcanes N. alstoni, pertenece al orden Rodentia, familia Cricetidae

y fue descrito por Merriam en 1898. Este roedor endémico del eje Neo volcanico
Transversal de México, se distribuye entre los 2,500 y 4,500 msnm.
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Esta especie es de habitos nocturnos, en cautiverio inicia su actividad
locomotriz cerca del apagado de la luz y la termina cerca del encendido de la
misma, presentando la acrofase del ritmo de actividad locomotriz alrededor de las
23 horas (Aguilar, 2015). En cuanto a su tamafo, presenta una longitud corporal
(sin contar la cola) de entre 10 a 13 cm, la longitud de la cola es de 8 a 11 cm. El
peso corporal para ratones silvestres se encuentra entre los 30 a 40g y en
condiciones de cautiverio, alrededor del 50% de individuos desarrollan obesidad

alcanzando un peso corporal mayor a los 65g.

N. alstoni como modelo de obesidad

N. alstoni, es un novedoso modelo animal experimental de obesidad en el que se
han estudiado algunas de las alteraciones metabdlicas que presentan los
individuos obesos. Cerca del 50% de los ratones desarrollan obesidad de manera
espontanea en condiciones estandar de vivario, a pesar de que toda la poblacion
es alimentada ad libitum (ADL) con una dieta estandar de mantenimiento para

roedores de laboratorio (Rodent Lab Chow 5001, Purina).

La tendencia para desarrollar obesidad en N. alstoni es muy importante
desde la perspectiva biologica, adaptativa y de regulacion de la ingesta por el
SNC, y representa una oportunidad para estudiar la expresion de la AAA en la
condicion de obesidad y su relacion con los patrones de activacion de los nucleos

hipotalamicos implicados en esta funcion.

Efectos de la obesidad en N. alstoni

La obesidad tiene impacto en forma de trastornos metabdlicos y humorales que a
su vez afectan al SC sobre N. alstoni (Carmona-Alcocer et al., 2012). En
investigaciones previas se mostré que, durante un protocolo de RA, la expresion
de AAA en ratones obesos de N. alstoni es menor respecto a lo registrado en
ratones delgados (Luna-lllades et al., 2014). Sin embargo, en el grupo de ratones

obesos existe un aumento en la actividad locomotriz durante el acceso al alimento.
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Ambos componentes conductuales (AAA y la actividad presentada por
obesos durante el acceso de alimento) persisten en fase durante dos dias en
condiciones constantes (ayuno y oscuridad total), lo que hace suponer que ambos
son regulados por un oscilador endoégeno y auto-sostenido. Tales diferencias
conductuales en el animal obeso en comparacidon con el delgado, pueden
analizarse desde la perspectiva del patron de activacidn neuronal hipotalamica
durante la exposicion de estos animales a condiciones de acceso restringido al

alimento.

4. JUSTIFICACION

Debido a que la obesidad modifica la intensidad de la AAA dependiendo de la
manera en que fue inducida, es de esperarse que haya cambios en la respuesta
neuronal en esta condicion. A la fecha no se han descrito los patrones de
activacion hipotalamica en animales obesos durante RA y existe controversia
acerca de los nucleos hipotalamicos relacionados y/o necesarios para la expresion
de la AAA (Gooley et al., 2010; Landry et al., 2006; Mieda et al., 2006).

Existen muchas preguntas acerca de la naturaleza del OSA vy los nucleos
hipotalamicos relacionados y/o necesarios para la expresiéon de la AAA. En
particular la expresion de la AAA es distinta de acuerdo con el modelo animal
usado como referencia cuando se requiere estudiar la expresion del OSA durante
la condicion de obesidad. Este estudio nos permitira conocer si la condicidén de
obesidad, altera el proceso de integracion de la informacion llevado a cabo por el
hipotalamo sobre el estado energético global en el organismo para la
manifestacion del OSA. Lo anterior podria permitir distinguir las posibles
alteraciones en los patrones de activacion neuronal hipotalamica debidas al estado
nutricional (durante alimentacion ad libitum) y cuales se relacionan con la
diferencias en la respuesta conductual de los ratones obesos ante un horario

restringido de acceso al alimento.
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Ademas, el modelo biolégico empleado nos permitira conocer algunas
consecuencias fisiologicas de la sincronizacion de la actividad locomotriz al
alimento, que pueden repercutir en aspectos de la biologia y ecologia de estos

organismos.

5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢La condicion de obesidad modificara los patrones de activacion neuronal

hipotalamica de ratones N. alstoni durante la expresién de AAA?

6. HIPOTESIS

La disminucidon en la expresion de AAA observada en obesos de N. alstoni, se
correlaciona con una alteracion en el patrén de activacion hipotalamica. En
particular se espera para el grupo de obesos una disminucion tanto en la inhibicion
del NSQ como en la activacién del ARC y DMH.

7. OBJETIVOS
7.1 Objetivo General

o Establecer si la disminucidon en la expresién de la AAA de ratones
obesos se relaciona con una alteracién en los patrones de activacion
neuronal hipotaldmica (medida como la expresién de c-Fos) en centros

encargados de la regulacion circadiana y de la ingesta de alimento.

22



7.2 Objetivos particulares
Establecer las diferencias entre los ratones machos delgados y obesos en:

e Los patrones de actividad locomotriz durante un protocolo de restriccion
temporal del acceso al alimento.

e El consumo de alimento y la variacion en el peso corporal durante las
condiciones de alimentacion ad libitum y de RA.

e La expresion de c-Fos en los nucleos hipotalamicos supraquiasmatico,
arqueado y dorsomedial durante las diferentes condiciones de

alimentacion.

8. METODO Y MATERIALES
8.1 Obtencion de animales y mantenimiento

Se formaron dos grupos de ratones macho adultos, un grupo delgados con un
peso corporal promedio de 45+1.8g (indice de Lee < 285) y grupo obesos con un

peso corporal promedio de 70+4.4g (indice de Lee 2310).

Ambos fueron sometidos a una condicién basal de alimentacién ad libitum
(ADL) y un fotoperiodo controlado de 12 horas de luz por 12 de oscuridad (12:12
LO) en condiciones controladas de bioterio. El horario de iluminacion se reporta
como Tiempo de Zeitgeber (ZT) considerando a ZTO como el encendido y ZT12
como el apagado de la luz. El consumo de alimento se registré cada tres horas en
un ciclo de 24 horas durante ADL y posteriormente, durante la condicion de
restriccion de alimento, de manera diaria. El protocolo de experimentacion fue
aprobado por el comité de Bioética del Instituto de Neurobiologia y el manejo de
los animales fue de acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 y

la guia para cuidado y uso de animales de laboratorio del NIH.
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8.2 Sistema de registro de actividad locomotora

La informacion del registro automatizado de los cruces a través de un haz de luz
infrarroja en interruptores adaptados en las jaulas de cada uno de los animales fue
almacenada en una computadora mediante un programa de captura (ACTIBIO).
La suma de los cruces al haz infrarrojo para cada 10 minutos, fue interpretada

como actividad locomotora general.

8.3 Restriccion de alimento

Después de al menos 3 semanas en ADL, se sacrificd un grupo control (n=3) en
ZT5, para cada grupo experimental (delgados y obesos). Otros grupos se
introdujeron gradualmente a la restriccion alimentaria, mediante la disminucion
diaria de 4 horas al acceso de alimento durante cinco dias (IRA), hasta alcanzar

un lapso de so6lo 5 horas diarias de acceso al alimento a partir de ZT5 (RA).

La etapa de sincronizacion al alimento (RA), corresponde a la restriccion del
acceso al alimento a sélo 5 horas diarias durante la fase habitual de reposo de los
animales (ZT5 -ZT10). Después de dos semanas en RA, los ratones de cada
grupo fueron sacrificados en los horarios de ZT5 (n=4) y ZT6 (n=3) mediante la
administracion intraperitoneal de pentobarbital sédico (90mg/kg) y subsecuente
perfusion via aorta ascendente con solucién salina (100ml, pH 7, 10°C) seguida de
paraformaldehido (PFA) al 4% 0.1M (120ml, pH 9.5, 10°C). Se recuperaron los
cerebros y fueron post-fijados durante 24h siendo inmersos en PFA. Después

fueron crio-protegidos en una solucion de sacarosa al 30% durante 48h a 4°C.
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8.4 Inmunohistoquimica: histologia, deteccién de FOS

Después de ser crio-protegido, el cerebro de los ratones fue cortado en secciones
coronales de 30 micras de espesor con la ayuda de un micrétomo de congelacion
(Leica), las secciones fueron colectadas en serie (1 en 5) y fueron mantenidas en
una solucion anticongelante a una temperatura de -20°C hasta su posterior

tratamiento por inmunohistoquimica (IHQ).

La deteccion IHQ de la proteina FOS se realiz6 usando un anticuerpo
policlonal (1:8000, Santa Cruz Biotechnology EUA), inducido en conejo contra la
region amino terminal de la proteina FOS humana. ElI método de
inmunohistoquimica fue realizado en flotacion, con una incubacién de 48h en el
anticuerpo primario a 4 °C. El revelado de la proteina FOS se realizé usando la
técnica de la peroxidasa asociada con avidina-biotina (Hoffman). Una vez revelado
con diaminobenzidina y peroxido de hidrogeno, se montoé el tejido en portaobjetos
gelatinados y se dejo secar durante 48h. Las laminillas se sometieron a un
proceso de deshidratacion y aclaramiento mediante el uso de un tren ascendente
de soluciones de alcohol durante 1 minuto y una inmersion en xileno durante 5
minutos para finalmente ser cubiertas con resina sintética (DPX) y un
cubreobjetos. Las preparaciones se dejaron secar durante 48 horas antes de ser
observadas al microscopio 6ptico (ZEISS AX10) para su fotografiado y posterior

analisis.

8.5 Andlisis de datos

Para el analisis de la actividad libre en jaula y AAA, se generaron actogramas
mediante el software ACTIVIEW (Mini mitter Co., Inc, USA) y Chronos-Fit (Zuther y
Lemmer, 2009). Para evaluar la presencia de FOS, se utilizé un microscopio éptico
(Zeiss AX10) con el que se tomaron 3 fotomicrografias representativas de cada
uno de los nucleos hipotalamicos de interés basados en un atlas estereotaxico de
raton (Keith et al., 2008).
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Se realizé un conteo unilateral de cada nucleo con la ayuda del programa
Imaged. Para cada nucleo hipotalamico se definid un area de interés (NSQ
1,600um?, DMH 1,750um? ARC 1,650um?). El conteo fue manual tomando en
cuenta las células con una marca franca y dentro del area de interés. Se obtuvo la
suma de células totales positivas a FOS (FOS+) para cada animal y fueron
promediados por grupo experimental, el cual se presenta como promedio + error

estandar.

El analisis estadistico se realizé con el paquete GraphPad Prism 7. Las
comparaciones entre animales delgados y obesos se realizaron con una prueba
ANOVA de dos vias para medidas independientes considerando los factores “peso
corporal”’ y “régimen de alimentacién”; y se realizé una prueba de Bonferroni o t de
Student para comparar parejas de grupos. Los analisis para la actividad locomotriz

se realizaron con los datos de los ultimos 5 dias de cada condicion.
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9. RESULTADOS

9.1 Actogramas

En la Figura 1 se muestran actogramas representativos del grupo de ratones

delgados (a) y obesos (b). Los primeros 6 dias corresponden a la actividad en

condiciones basales, los siguientes 5 dias corresponden a la introduccion a la RA

y los ultimos 14 dias a la RA, condicion en la que se representa con un rectangulo

rojo el horario de acceso al alimento (ZT5-ZT10). Se puede observar una

disminucién en la expresion de AAA para el grupo de ratones obesos.
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Figura 1. Actogramas representativos del grupo de ratones delgados (a) y obesos (b). El
fotoperiodo esta representado por las barra horizontal superior blanca (luz) y negra
(oscuridad), las columnas de izquierda a derecha representan las horas a lo largo del
registro y los renglones los dias consecutivos del registro. El rectangulo rojo representa la
disponibilidad de alimento (ZT5-ZT10) durante la RA. Se observa una disminucion en la

AAA para el grupo de ratones obesos.
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9.3 Peso corporal

La Figura 2 muestra el peso corporal promedio para ambos grupos tanto en la
condicion ADL (barras claras) como en RA (barras oscuras). En la condicién ADL
el peso corporal es mayor para el grupo de obesos, pero éste disminuye (22% en
comparacion con su control) en la condicién de RA y ya no muestra diferencias
respecto al peso registrado para el grupo de ratones delgados. Al inicio del
protocolo de RA los ratones delgados disminuyeron su peso corporal, pero al cabo
de dos semanas en esta condicidon ya no habia diferencias respecto al peso

corporal registrado en la condicién ADL.
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Figura 2. Gréfica de barras para el peso corporal promedio. Se observa un mayor peso
corporal para los ratones obesos en la condicion ADL respecto al registrado para los
ratones delgados. Después de 14 dias en la condicion de RA el peso corporal ya no
presenta diferencias entre grupos, cabe resaltar que el peso no varia para el grupo de
ratones delgados durante las diferentes condiciones de alimentacién (n=7, p*<0.05,
**p<0.01).
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9.4 Consumo de alimento

La Figura 3 muestra el promedio para el consumo diario de alimento durante la
condicion ADL (barras claras) y RA (barras oscuras) para ambos grupos. En la
condicion ADL los ratones obesos presentan un mayor consumo en comparacion
con el grupo de ratones delgados (aumento del 74%), pero durante la condicién de
RA esta tendencia se invierte y los ratones obesos disminuyen su consumo
drasticamente (53% de lo consumido en ADL). Es notable que los ratones
delgados no presenten diferencias en el consumo después de los primeros 5 dias
de RA comparado con el consumo en la condicion ADL. Para los ratones obesos,
incluso después de 14 dias en la condicion de RA, el consumo de alimento se

mantiene reducido respecto al registrado en la condicion control.
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Figura 3. Gréfica de barras para consumo promedio de alimento. Se observa un mayor
consumo para los ratones obesos en la condicion ADL respecto al registrado para los
ratones delgados. Después de 14 dias en la condicion de RA el consumo de alimento ya
no presenta diferencias entre grupos, cabe resaltar que para el grupo de ratones delgados
después de 4 dias en RA el consumo de alimento ya no presenta diferencias respecto al
registrado en ADL (n=7, **p<0.01).

29



9.5 Actividad locomotora

En la grafica de la Figura 4 se muestra la actividad promedio por cada 10 minutos
para ambos grupos durante ZT2 a ZT5 en condiciones ADL (barras claras) y RA
(barras oscuras). En la condicion de RA se puede observar un aumento en la
actividad del grupo de ratones delgados, respecto a la condicién ADL, el cual no
es observado en el grupo de ratones obesos; esta actividad corresponde a la
expresion de la AAA.
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Figura 4. Grafica de barras para el promedio de actividad locomotora cada 10 minutos de
ZT2 a ZT5. Se observa un aumento en la actividad para el grupo de ratones delgados en
la condicién de RA respecto al registrado en la condicion ADL. Para el grupo de ratones
obesos no se observan cambios entre las diferentes condiciones, pero si una disminucién
en la actividad durante la condicion de RA respecto a lo registrado para el grupo de
ratones delgados, esta actividad representa la expresion de AAA. (n=7, ***p<0.001).
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9.6 Presencia de FOS en el hipotalamo

En las Figuras 5, 6 y 7 se muestran fotomicrografias representativas de la
presencia de FOS en cada uno de los diferentes nucleos hipotaldmicos de interés
y una grafica con el promedio de FOS+ para cada grupo y condicion de

alimentacion durante ZT5.

Nucleo Supraquiasmatico

En el NSQ, los ratones obesos muestran una tendencia hacia la disminucién en la
presencia de la proteina FOS sin importar la condicion de alimentacion (Figura 5).
En el grupo de ratones delgados durante la RA la activacion de este nucleo
disminuye un 60% respecto a lo registrado durante la condicion control, esto es
consistente con la expresion de AAA para el grupo de ratones delgados, ya que
anteriormente se ha reportado que es necesaria una disminucion en la activacion
del NSQ para permitir la expresion de esta conducta (Acosta-Galvan et al., 2011).
Mientras que en el grupo de ratones obesos, la presencia de FOS no se modifica

por durante la RA.
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Figura 5. A la izquierda se muestran fotomicrografias representativas para el patron de
activacion en el NSQ para el grupo delgados (superior) y obesos (inferior) durante las
diferentes condiciones de alimentacion. La gréfica de barras a la derecha muestra que la

activacion en este nudcleo tiende a ser menor para los ratones obesos durante la condicion
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control y ademas durante la RA se observa una disminucion en la activacién Unicamente

en el grupo de ratones delgados (n=4, **p<0.01).

Nucleo dorsomedial hipotalamico

El patrén de activacion para el nucleo dorsomedial hipotalamico en el grupo de
ratones obesos no muestra diferencias debidas a la condiciéon de alimentacion
(Figura 6), de una manera similar a lo registrado para el NSQ. Por otro lado, en el
grupo de ratones delgados se registra un aumento en la activacién del DMH en la
condicion de RA. El aumento en la actividad de este nucleo se podria relacionar
con la disminucion de la activacion registrada para el NSQ durante la RA en el

grupo de ratones delgados.
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Figura 6. A la izquierda se muestran fotomicrografias representativas para el patrén de
activacion en el DMH para el grupo de ratones delgados (superior) y obesos (inferior)
durante las diferentes condiciones de alimentacion. En la grafica de barras a la derecha
se puede observar un aumento para la activacion de este nucleo en la condicién de RA
para el grupo de ratones delgados, la cual no se presenta en el grupo de ratones obesos
(n=4, *p<0.05, **p<0.01).
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Nucleo arqueado hipotalamico

La respuesta ante la condicion de RA en el nucleo arqueado hipotalamico es clara
para el grupo de ratones delgados, en el que se observa un aumento en la
activacion (Figura 7), éste aumento no es observado en el grupo de ratones
obesos, aunque se observa una tendencia hacia una mayor activacion en la
condicion de alimentacion ad libitum para este grupo, lo cual se podria relacionar
con los reportes previos de un aumento en el consumo diurno de alimento durante

la condicion de obesidad (Kohsaka et al., 2007).
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Figura 7. A la izquierda se muestran fotomicrografias representativas para el patron de
activacion en el ARC para el grupo delgados (superior) y obesos (inferior) durante las
diferentes condiciones de alimentacion. En la grafica de barras a la derecha se puede
observar un aumento para la activacion de este ndcleo en la condicion RA para el grupo
de ratones delgados (n=4, ***p<0.001), en el caso de los ratones obesos no hay

diferencias por la condicién de alimentacion.
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9.7 Presencia de FOS en estructuras extra-hipotalamicas

No obstante que este trabajo se habria delimitado inicialmente al analisis por IHQ
de nucleos hipotalamicos, es conveniente resaltar que en areas relacionadas con
el sistema limbico también se muestran diferencias entre grupos en la condicion
de RA. En el grupo de ratones obesos se observa una disminucion generalizada
en la presencia de la proteina FOS durante la RA. Lo anterior se muestra en las
microfotografias de las Figuras 8 y 9, en la que regiones como el giro dentado del
hipocampo o la corteza cingulada, muestran un claro aumento en la activacion
neuronal durante la condicion de RA exclusivamente en el grupo de ratones

delgados.
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Figura 8. A la izquierda fotomicrografias del giro dentado del hipocampo representativas
del grupo de ratones delgados (fila superior) y obesos (fila inferior) durante las diferentes
condiciones de alimentacién. En la gréfica de barras de la derecha se observa un
incremento en la activacion neuronal exclusivamente en el grupo de ratones delgados
durante la RA, (n=4, ***p<0.001)
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Figura 9. A la izquierda fotomicrografias de la regién 2 de la corteza cingulada que
representan al grupo de ratones delgados (fila superior) y obesos (fila inferior). Se observa
un incremento en la activacion neuronal exclusivamente en el grupo de ratones delgados
durante la RA.
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10. DISCUSION

En este estudio se exploré la hipotesis en la que una disminucion en la expresion
de AAA en ratones obesos puede asociarse a una alteracion en los patrones de
activacion de nucleos hipotalamicos que forman parte del OSA, esta hipotesis se
confirmé y ademas también se observaron diferencias en el patrén de activacion
de estructuras cerebrales que no son consideradas necesarias para la
sincronizacion y expresion de la AAA como el hipocampo y la corteza cingulada
(Mistlberger y Mumby, 1992), elementos que forman parte del sistema limbico, y
que por los datos obtenidos pueden estar relacionados con la modulacion en la

expresion de AAA.

En particular dos regiones hipotalamicas mostraron un patréon diferencial de
activacion entre grupos durante la expresion de AAA, el DMH y el ARC. Ambos
nucleos estan relacionados con la regulacion de la ingesta de alimento y para el
caso del DMH también con la regulacion del estado de alerta o vigilia (Adamantidis
y Lecea, 2008). La reduccién registrada en obesos para la activacion del DMH
provocaria a su vez una disminucion en la activacion de las neuronas
orexinérgicas del LHA, activacion necesaria para promover la vigilia y el estado de
alerta (Chemelli et al., 1999; Mieda et al., 2004) que permite iniciar la expresion de
la AAA (Akiyama et al., 2004) .

Lo anterior fue muy claro al observar la conducta de ambos grupos durante
la RA, los ratones obesos no se mostraban alerta ni activos en las 3 horas previas
a la llegada del alimento, a diferencia de los ratones delgados los cuales
mostraban un estado de alerta y excitacién generalizado. La conducta indicaria
que los ratones obesos no estaban preparados para la llegada del alimento en la
condicion de RA y en consecuencia el consumo de alimento para este grupo
disminuyo drasticamente, como se puede observar en la Figura 3, mientras que en
el grupo de ratones delgados el consumo de alimento solo disminuyé al inicio de la
condicion de RA (primeros 4 dias), ya que después del quinto dia y hasta terminar
el protocolo de RA, el consumo de alimento ya no mostré diferencias respecto al

consumo en la condicion ADL.
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El segundo nucleo hipotalamico que mostré diferencias en el patron de
activacion fue el ARC (Figura 7), el cual recibe informacion directa de sefiales
humorales como la grelina y leptina (Gao y Horvath, 2007). Anteriormente se ha
reportado que en ratones machos C57BL/6 en los que es inducida obesidad por
dieta hipercaldrica, la concentracion plasmatica de estas sefiales metabdlicas se
encuentra alterada y en particular el aumento en las concentraciones de leptina
provoca una alteracion del ritmo circadiano de sensibilidad y una disminucion en la
respuesta de las aferencias vagales ante la estimulacion mecanica del estbmago
por la ingesta de alimento (de Lartigue et al., 2011; Kentish et al., 2015). Los
ratones obesos N. alstoni también presentan niveles aumentados de leptina en
sangre (Carmona-Alcocer et al., 2012), por lo que una posible alteracion en la
sensibilidad gastrica ante estimulos mecanicos podria relacionarse en la condicion
ADL con la hiperfagia registrada y durante la RA con la disminuciéon en la
expresion de AAA, similar al efecto que tiene la vagotomia subdiafragmatica o la
deaferentacion visceral por administracion de capsaicina (Comperatore y Stephan,
1990; Davidson y Stephan, 1998;), disminuyendo la amplitud y aumentando el
numero de ciclos necesarios en la condicion de RA para lograr la expresion de la
AAA.

En cuanto a la senalizacién por grelina, se ha reportado que durante la
condicion de obesidad (dieta hipercaldrica) tanto la concentracion plasmatica de la
hormona como la respuesta orexigénica ante la administracion sistémica de
grelina exdégena estan disminuidas, ademas de alteraciones en la modulacion de
la secrecion ante el ayuno y la re-alimentacién (Perreault et al., 2004; Briggs et al.,
2010; Lamont et al., 2014). A su vez los ratones deficientes del receptor funcional
para grelina que son sometidos a condiciones de RA, muestran una disminucién
en la expresion de AAA (Dauvis et al., 2011). De acuerdo a los datos obtenidos en
este estudio, la disminucion durante la RA en la activacion de la zona ventromedial
del ARC (Figura 7) de ratones obesos, puede deberse a una deficiencia en la
senalizacion de grelina en SNC, lo que podria explicar la reduccion en el consumo
de alimento y en la expresién de AAA, pero no la hiperfagia presentada durante la
condicion ADL.
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La disminucién observada durante la RA, en la activacion del sistema
efector anabdlico de ratones obesos puede deberse a alteraciones en la
permeabilidad de Ila barrera hematoencefdlica a factores humorales,
modificaciones en la dinamica de receptores neuronales y el dafio a los érganos
circunventriculares hipotalamicos por la inflamacién cronica presente en la
condicion de obesidad (Gomez et al., 2012; Kim et al., 2014; Reis et al., 2015;
Thaler et al., 2012). Determinar de manera puntual cual es el factor preponderante
no esta en el alcance de este trabajo, pero cabe resaltar que ademas de todas las
alteraciones propuestas en la sefializacion central de factores humorales, también
existe la posibilidad de un mecanismo a la fecha no descrito, el cual permita
modular la expresion de la AAA de acuerdo a la relacion de fase que guarde la
disponibilidad de alimento con el fotoperiodo y a la cantidad de reservas

energéticas disponibles en el organismo.

De esta manera se podria lograr una adaptaciéon estacional para modular la
conducta de forrajeo (AAA) con una alta precision temporal durante las diferentes
temporadas en la que los recursos son escasos 0 abundantes. Ademas la
interaccion del OSA y el NSQ se ha demostrado gracias a estudios en los que la
ablacion del NSQ no afecta la capacidad de sincronizacion de la actividad
locomotora a la disponibilidad de alimento, pero si se modifican la amplitud y los

limites de sincronizacién de la AAA (Stephan et al., 1979; Patton et al., 2013).

Por otro lado, la tendencia hacia una reduccién en la activacién del NSQ
observado en el grupo de ratones obesos (Figura 5) puede relacionarse con el
aumento en el consumo de alimento registrado en este grupo durante la condicion
ADL (73% mas respecto delgados), ya que en reportes previos se ha demostrado
que la disrupcion del sistema circadiano y el consumo de alimento en fases
circadianas inapropiadas (resultados preliminares indican que los obesos de N.
alstoni tienen un mayor consumo diurno de alimento) provocan resistencia a la
insulina, dislipemias, aumento de peso corporal y obesidad (Turek et al., 2005;
Scheer et al., 2009; Shimba et al., 2011; Shi et al., 2013).
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En ratones obesos N. alstoni la reduccion en la actividad locomotora
general en condicién de alimentacion ADL se ha reportado exclusivamente en
hembras (Carmona-Alcocer et al., 2012). Para descartar un efecto de la reduccién
de la actividad general en la expresion de la AAA, se normalizaron los niveles de
actividad por grupo (delgados y obesos), y el porcentaje de la actividad total que
corresponde a las 3 horas previas de la llegada del alimento durante la condicién
de RA (AAA), es tan solo del 2% en el grupo de ratones obesos en comparacion
con el 12% que presentaron los ratones delgados. Por lo anterior, la reduccion en
la expresion de AAA en los ratones obesos no se debe a la reduccidén general en

la actividad locomotora.

Durante la RA, el consumo de alimento en los obesos disminuye
drasticamente, y a su vez también disminuye el peso corporal en un 38% en tan
solo dos semanas. La pérdida de peso en los ratones obesos se debe
principalmente al catabolismo de los acidos grasos almacenados en el tejido
adiposo y la sintesis de cuerpos cétonicos para ser utilizados como sustratos

energéticos durante el ayuno provocado durante la RA (Yu, 2015).

Recientemente, se ha propuesto a la liberacion de beta hidroxibutirato como
una parte de las sefales metabdlicas necesarias desde el higado hasta el sistema
nervioso central que permite la expresion de AAA (Chavan et al., 2016). Pero no
solo basta con un aumento en las concentraciones plasmaticas de este metabolito,
como podria suceder después de un ayuno prolongado, hace falta que el pico
maximo en la concentraciéon de beta hidroxibutirato preceda a la disponibilidad
periddica de alimento, por lo tanto, es necesario que la expresion de genes reloj
en el higado este sincronizada al horario de alimentacién, ya que el higado es el
principal generador de este metabolito. Posiblemente en ratones obesos el
incremento en las concentraciones de triglicéridos en plasma y la disrupcién
circadiana en el metabolismo de carbohidratos y lipidos no permiten que la
senalizacion del beta hidroxibutirato se lleve a cabo en fase y amplitud adecuada

durante la RA, provocando una disminucién en la expresién de AAA.
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Cabe resaltar que a la fecha no se ha reportado la presencia de receptores
especificos para beta hidroxibutirato en el SNC, lo que podria indicar que la via de
sefalizacion del beta hidroxibutirato esta limitada a las aferencias y eferencias del

sistema nervioso simpatico (Young y Landsberg, 1977; Kimura et al., 2011).

Por otro lado, desde una perspectiva ecologica y de adaptacion, la
reduccion de la expresion de AAA en el grupo de ratones obesos podria disminuir
el riesgo de ser depredado al expresar la conducta de forrajeo en una fase
temporal inadecuada para esta especie de habito nocturno. Suponiendo que un
organismo estuvo expuesto a una etapa de abundancia de recursos en la que
logré aumentar las reservas energéticas (en forma de tejido adiposo) y por lo tanto
el peso corporal, la inhibicion en la conducta de forrajeo resultaria ventajosa si la
disponibilidad de recursos cambia repentinamente y se ven drasticamente

disminuidos (equivalente a la RA).

Al disminuir la conducta de forrajeo, disminuye el gasto energético lo que
permitiria aumentar el tiempo de supervivencia del organismo utilizando las
reservas energéticas previamente almacenadas, y disminuir de manera paulatina
el peso corporal, aumentando la agilidad y cripsis del organismo. Lo anterior no
solo disminuiria la probabilidad de ser depredado durante el forrajeo, también
aumentaria la probabilidad de un cambio en la disponibilidad de recursos, que al
restablecerse permitirian reanudar la conducta de forrajeo exclusivamente en la
fase circadiana adecuada. Tal vez esta especie emplea dos estrategias para
contender con los cambios estacionales en la disponibilidad de alimento, la de
machos delgados manteniendo bajas reservas energéticas y alta capacidad
locomotora (asegurando el consumo diario de alimento) y la de obesos
aumentando las reservas energéticas y disminuyendo el gasto energético
aumentando los tiempos de ayuno, hasta que la disponibilidad de alimento se

restablezca.
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11. CONCLUSIONES

La obesidad en ratones N. alstoni machos modifica los patrones de
activacion hipotalamica durante la RA.

En la condicién ADL la disminucion en la activaciéon neuronal en el NSQ y la
disrupciéon circadiana podrian contribuir al incremento en el consumo de
alimento y la excesiva acumulacion de grasa en los ratones obesos

La reducciéon en la expresion de AAA se relaciona con la reduccion en el
consumo de alimento y la pérdida de peso en ratones obesos durante la
RA.
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