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V. RESUMEN.

La obesidad es un problema mundial de salud publica que puede conducir al desarrollo del
sindrome metabdlico (SM), enfermedades cardiovasculares y diabetes tipo Il (Grundy, 2005).
Aunque las causas que generan la obesidad son complejas, investigaciones recientes sefalan
un vinculo entre el reloj circadiano y el balance energético (Froy, 2010).

El ratén de los volcanes (Neotomodon alstoni), endémico del Eje Neovolcanico Transversal
de México, ha sido utilizado en el estudio de los ritmos circadianos (Fuentes-Granados, et al.,
2009) y del suefio (Ayala-Guerrero, et al., 1998). Después de 6 meses bajo condiciones de
cautiverio y alimentado con una dieta normal para roedores de laboratorio, el 60% de los
individuos muestran obesidad y signos caracteristicos del SM (Carmona Castro, 2006). Esto
indica que N. alstoni podria ser un modelo interesante para estudiar las afecciones de estos
padecimientos con procesos fisioldgicos fundamentales, como es el caso de la regulacion de la
fisiologia circadiana.

Este trabajo, busca establecer las diferencias en los perfiles diarios de las concentraciones
plasmaticas de leptina, insulina, triglicéridos, cortisol y glucosa, asi como en las caracteristicas
electrocorticograficas generales que definen el suefo, entre individuos adultos delgados y
obesos del raton de los volcanes.

Los resultados mostraron ritmos diarios estadisticamente significativos en los perfiles de
glucosa, triglicéridos y cortisol en los ratones delgados de ambos géneros, y en el perfil de
insulina en los machos; mientras que los ratones obesos de ambos géneros sélo presentaron
un ritmo en el perfil de cortisol, y de triglicéridos en las hembras; las concentraciones
plasmaticas fueron mayores en los individuos obesos en casi todos los parametros (excepto el
cortisol), especialmente en las hembras. Los picos de leptina, insulina, triglicéridos y glucosa se
encontraron durante el dia, y el pico de cortisol durante la noche.

En el ratén de los volcanes la arquitectura del ciclo sueno-vigilia es polifasica, tanto en los
ratones delgados como obesos. Aunque los resultados mostraron una amplia variabilidad
interindividual, se observdé una tendencia en la cual los animales obesos incrementaron el
porcentaje de suefio de ondas lentas y disminuyeron su porcentaje de vigilia en comparacién
con los ratones delgados, mientras que el porcentaje de suefio con movimientos oculares
rapidos fue similar en ambos grupos. Estas diferencias, son congruentes con otras
investigaciones en roedores con obesidad inducida por la dieta o que tienen deficiencia de
leptina, quienes presentan alteraciones en la arquitectura del ciclo de sueno-vigilia (Jenkins, et
al., 2005; Laposky, et al., 2006).
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VI. ABSTRACT.

Obesity is an increasing public health problem linked to the metabolic syndrome (MS),
cardiovascular problems and type Il diabetes (Grundy, 2005). Although the causes of obesity
are complex, recent research has found a relationship between the circadian clock and energy
balance (Froy, 2010).

The volcano mouse (Neotomodon alstoni), an endemic rodent from Trans-Mexican Volcanic
Belt, has been used in studies of circadian rhythms (Fuentes-Granados, et al., 2009) and sleep
(Ayala-Guerrero, et al., 1998). After 6 months in captivity and fed regular diet for laboratory
rodents, 60% of individuals show already obesity and signs characteristic of MS (Carmona
Castro, 2006), making of this mouse a putative model for studying the relationship between the
circadian system and metabolic disorders.

The aim of the present work is to analyze daily profiles of plasmatic parameters related with
MS (leptin, insulin, triglycerides, cortisol and glucose), and the general electrocorticographic
characteristics of sleep-wake cycle, between lean and obese adults volcano mice.

The results of this study show statistically significant daily changes in the profiles of glucose,
triglycerides and cortisol in lean mice of both genders, whereas in the insulin were found only in
lean males; the obese mice show rhythms in their cortisol profile and triglycerides only in obese
female. In almost all parameters values tend to be higher in obese animals (except cortisol),
especially females. The highest concentrations of leptin, insulin, triglyceride and glucose levels
were found during the day, while the peak for cortisol was found at night.

The analysis of the sleep-wake cycle indicates a poly-phasic architecture in this rodent. The
comparison between males indicates wide individual variability, but a trend was observed in
obese animals to increase the percentage of slow wave sleep for 24 h and decrease time
waking compared to lean animals, the percentage of rapid eye movement sleep was similar
between groups. The differences observed in this species, are consistent with other reports in
which leptin deficient or obesity induced rodents, shows alteration in the sleep-wake pattern
(Jenkins, et al., 2005; Laposky, et al., 2006).
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1. INTRODUCCION.

La incidencia de obesidad en el mundo ha incrementado drasticamente en las ultimas décadas,
particularmente en mujeres de edad reproductiva y en nifios escolares y adolescentes (Lopez-
Alarcén y Rodriguez-Cruz, 2008; Zambrano, et al., 2010). De acuerdo con la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), en el 2005 existian aproximadamente 1600 millones de adultos que
padecian sobrepeso y al menos 400 millones obesidad, cifras que podrian alcanzar los 2300
millones de adultos con sobrepeso y mas de 700 millones con obesidad para el afo 2015.
Anteriormente la obesidad se consideraba un problema exclusivo de los paises desarrollados,
sin embargo esta enfermedad ha incrementado considerablemente en los paises emergentes y
en vias de desarrollo, como lo es México, sobre todo en el medio urbano (Fausto-Guerra et al.,
2006; WHO, 2006; Monteverde, et al., 2010).

Segun cifras de la OMS, cada afio mueren en el mundo alrededor de 2.6 millones de
personas a causa del sobrepeso y la obesidad (WHO 2006). En nuestro pais las enfermedades
relacionadas con estos trastornos se encuentran entre las principales causas de mortalidad
(Villa, et al., 2004; Aguilar-Salinas, et al., 2005). Estas enfermedades incluyen al sindrome
metabdlico (SM), en el cual, ademas del exceso de peso, se presentan al menos tres de las
siguientes alteraciones: hipertrigliceridemia, hiperleptinemia, hiperinsulinemia, una disminucion
en la concentracion sérica de lipoproteinas de alta densidad (HDL), hipertension, intolerancia a
la glucosa y el acumulo de grasa visceral, lo cual aumenta la probabilidad de desarrollar
problemas cardiovasculares y diabetes tipo Il (Grundy, 2005). De acuerdo con cifras de la
OMS, el 44% de los casos mundiales de diabetes, el 23% de cardiopatias isquémicas y del 7 al
41% de algunos tipos de cancer estan asociados al sobrepeso y la obesidad (WHO, 2006).

Aunque las causas que generan la obesidad son complejas, actualmente el problema se ha
incrementado principalmente como resultado del consumo de alimentos hipercaléricos (ricos en
grasas y azucares con escasas vitaminas, minerales y otros micronutrientes) y una disminucion
en la actividad fisica debido a la naturaleza cada vez mas sedentaria de muchos trabajos, a los
cambios en los medios de transporte y a la creciente urbanizacién (Rivera, et al., 2004; Fausto-
Guerra, et al., 2006, WHO, 2006; Monteverde, et al., 2010).

Asimismo, las disfunciones en el sistema circadiano se encuentran involucradas en la
patogénesis de la obesidad, la diabetes tipo Il y el sindrome metabdlico (Zvonic, et al., 2007);
de tal manera que la obesidad (y los problemas de salud que ésta conlleva) no necesariamente
es resultado de la ingesta excesiva de alimento, sino de su consumo en el momento
equivocado del dia (Buijs, et al., 2006). Esto se ve reflejado en la sociedad moderna, en la cual

los horarios laborales ocasionan cambios en el patron de alimentacion y en el ciclo de suefio-



vigilia de sus trabajadores, quienes tienden a alimentarse durante las ultimas horas del dia y
disminuir el tiempo de suefio como consecuencia del ritmo acelerado de la vida moderna. Tan
s6lo en la poblacién adulta, el tiempo de suefio ha disminuido en promedio 1.5 h desde el siglo
pasado, mientras que los indices de obesidad van en aumento (Garaulet-Aza, et al., 2009).
Ademas, la restriccion y los trastornos del suefio contribuyen al desarrollo de resistencia a la
insulina y de diabetes tipo Il, ya sea de manera directa al generar alteraciones en los
componentes de la regulacién homeostatica de la glucemia, o indirectamente al afectar la
regulacion del apetito llevando a un incremento de peso y obesidad (Spiegel, et al., 2005).

Las conductas de alimentacion y su coordinacion con el ciclo de suefio vigilia son vitales
para un organismo. Los ciclos anormales de suefio alteran el reloj circadiano y modifican el
patrén regular en la ingesta de alimento, lo cual se ve reflejado en las concentraciones de
glucosa, acidos grasos vy ftriglicéridos en sangre, asi como en la funcionalidad de hormonas
como la insulina, la leptina y los glucocorticoides (Bray y Young, 2006; Ramsey, et al., 2007).

Por todo lo anterior, es importante abordar la problematica de la obesidad desde
perspectivas distintas y, aunque en la actualidad se han llevado a cabo multiples esfuerzos por
dilucidar las causas relacionadas con esta enfermedad, el uso de una variedad mas amplia de
modelos biolégicos que permitan un estudio comparativo de este problema, podrian enriquecer
la comprension de los mecanismos fisiolégicos que lo originan. El raton de los volcanes
muestra una tendencia a desarrollar obesidad espontanea en cautiverio, por lo cual podria ser
un modelo util para estudiar la relacién que existe entre la obesidad y las funciones fisiolégicas

reguladas por el reloj, incluyendo los trastornos en el ciclo suefio-vigilia.

2. ANTECEDENTES.
2.1 El sistema circadiano.
Los ritmos circadianos son variaciones en la expresién genética que afectan varios procesos
fisiolégicos y conductuales que ocurren en un periodo cercano a un dia. Estas oscilaciones
circadianas les permiten a los organismos anticipar su metabolismo y adaptarse ante cambios
externos que varian de manera predecible, incrementando asi la posibilidad de aprovechar los
recursos de manera mas eficiente en un ambiente cambiante. El ciclo sueno-vigilia, el
metabolismo de los lipidos y los carbohidratos, la secrecion hormonal, la sensibilidad a la
insulina, la presién sanguinea y el tiempo de alimentacién, son algunos fendmenos que se
expresan de manera circadiana (Ramsey, et al., 2007; Duez y Staels, 2008).

En los mamiferos, el sistema circadiano esta constituido por una serie de estructuras

organizadas de manera jerarquica. El Nucleo Supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo actua



como el marcapasos central y, a través de conexiones neurales y/o factores humorales,
regulariza varios osciladores periféricos hallados en diversos érganos, como por ejemplo el
tejido adiposo blanco, el higado, el pancreas, el intestino y las glandulas adrenales. En
condiciones ambientales constantes, el periodo de oscilacién del NSQ es cercano a 24 h, sin
embargo éste se modifica por sefales ambientales ciclicas (fendbmeno denominado
sincronizacién) como el fotoperiodo, la disponibilidad de alimento, la interaccién social y las
variaciones de temperatura. Aunque el ciclo de luz-oscuridad es la sefal sincronizadora de
mayor importancia, cuando un organismo esta sujeto a restriccion de alimento es capaz de
modificar sus ritmos circadianos para anticiparse conductual y fisiolégicamente a la
disponibilidad de alimento, aun si el NSQ se encuentra lesionado, lo cual sugiere la existencia
de un oscilador sincronizado por alimento (feeding-entrainable oscillator: FEO); sin embargo,
aunque hasta la fecha se desconoce su ubicacion exacta, parecen estar involucradas regiones
del hipotalamo dorsomedial (DMH), el nucleo parabraquial, el nucleo accumbens y 6érganos
periféricos encargados de procesar nutrientes (Froy, 2010).

A nivel molecular, las oscilaciones del reloj estan determinadas por la expresién ritmica de
proteinas que interactuan de manera compleja mediante asas de transcripcién-traduccion, tanto
en el NSQ como en los o¢rganos periféricos (Garaulet-Aza, 2009). Los cambios en la
concentracién de estas proteinas, su localizaciéon intracelular, las modificaciones post-
traduccionales que sufren (e.g. acetilacion, deacetilacion), asi como el retraso entre su
transcripcion y traduccién originan un ciclo cercano a 24 h (Froy, 2010).

El componente central del reloj molecular (Figura 1) involucra los factores de transcripcién
CLOCK (proteina del gen que elimina el ritmo circadiano de actividad locomotriz), o su paralogo
NPAS, y BMAL1 (proteina tipo ANRT de musculo y cerebro), los cuales forman un dimero en el
citosol que se trasloca hacia el nucleo acoplandose a los sitios E-box de los promotores de tres
genes period (Per1, Per2 y Per3), dos genes cryptochrome (Cry1, Cry2), el gen del factor de
transcripcion Rev-erba (factor a de transcripcidn reversa del virus de eritroblastosis) y Rora
(Receptor a huérfano relacionado con el receptor de acido retinoico). Cuando los genes Pery
Cry son traducidos, las proteinas PER y CRY resultantes forman dimeros y se traslocan al
nucleo inhibiendo la actividad del dimero CLOCK: BMAL1 y por lo tanto su propia transcripcion,
asi como la del gen Rev-erba, lo cual promueve indirectamente la transcripcién de Bmal1. La
expresion de Per y Bmal1 en fases opuestas determina en gran medida la duracién de ciclo
circadiano, aunque la mayoria de los genes mencionados anteriormente se expresan de

manera circadiana (excepto Clock, el cual es constitutivo) (Garaulet-Aza, 2009; Froy, 2010).



Ademas de los elementos del reloj molecular mencionados anteriormente, existen otros
componentes que desempenan un papel importante en la regulacion del mismo, como las
caseina cinasas | épsilon y delta (CKle/d), que por una parte fosforilan a las proteinas PER para
su degradacioén y por otra fosforilan al dimero PER:CRY permitiendo su traslocacién nuclear,
asi como los receptores nucleares REV-ERBa, RORa y RORJ, que inhiben y promueven la
expresion de Bmal1, respectivamente, mediante su accion a través de RORE (Elemento de

respuesta a ROR).

Figura 1. Mecanismo central del reloj molecular de mamiferos. Los factores de transcripcion CLOCK y BMAL1 forman dimeros en
el citoplasma que se traslocan hacia el nucleo, donde se unen a los sitios E-box activando la transcripcion de los genes Per, Cry,
Rora y Rev-Erba. Las proteinas PER y CRY resultantes forman dimeros en el citoplasma, y al traslocarse al nucleo inhiben la
actividad del complejo CLOCK: BMAL1. La fosforilacion de PERs y CRYs por la CKle/d, con la posterior degradacion de PERs es
un importante modulador de la ritmicidad circadiana. RORs y REV-ERBQq, regulan la transcripcion de Bmal1, a través de RORE
(Imagen modificada de Ramsey, et al., 2007).



2.2 Sistema circadiano, metabolismo y obesidad.

El NSQ regula la ingesta de alimento y la homeostasis energética al comunicarse con los
nucleos hipotalamicos de la zona subparaventricular (SPZ), la regién dorsomedial (DMH) y la
region ventromedial (VMH), en la cual se encuentra el nucleo arqueado (ARC) (Figura 2). Estas
estructuras a su vez inervan otras regiones como el nucleo paraventricular (PVN), el hipotalamo
lateral (LH) y el nucleo preodptico ventrolateral (VLPO) que participan en la secrecion de
corticosteroides, la alimentacion y la vigilia, asi como en el suefio. La lesiéon de la VMH, el PVN
y el DMH origina obesidad, mientras que la ablacion del LH lleva a la anorexia debido a una
inhibicion en la secrecion de neuropéptidos orexigénicos (i.e. que estimulan el apetito) como la
hormona concentradora de melanina (MCH), la orexina A y la orexina B (Ramsey, et al., 2007;
Froy, 2010).

La informacion acerca del estado metabdlico del organismo llega al NSQ mediante
aferencias desde el PVN, el cual es inervado por el sistema nervioso simpatico y parasimpatico,
o bien a través de sefales hormonales (como la leptina y la grelina) o de nutrientes que
atraviesan la barrera hematoencefalica (como la glucosa y los aminoacidos). Asimismo, el NSQ
recibe aferencias del ARC, al cual también llega la informacién del estado metabdlico mediante
aferencias desde la eminencia media circunventricular o bien por la recepcién directa de
hormonas y nutrientes (Buijs et al., 2006, Chun-Xia et al., 2006; Froy, 2010).

La leptina, hormona producida por el tejido adiposo blanco que se secreta de manera ritmica
y en respuesta a la alimentacién, posee receptores en distintas regiones hipotalamicas que
incluyen al NSQ, lo cual sugiere que podria mediar la comunicacion entre el sistema circadiano
y la homeostasis energética. Esta hormona estimula a las neuronas del ARC para modular la
expresion de transcritos regulados por anfetamina y cocaina (CART) y de propiomelanocortina
(POMC), los cuales estimularan la secrecion de a-MSH (hormona estimulante de los
melanocitos) para activar al receptor 4 de melanocortina (MC4R), con el fin de disminuir la
ingesta de alimento e incrementar el gasto de energia. De manera paralela, la leptina inhibe a
las neuronas del ARC que expresan neuropéptido Y (NPY) y proteinas relacionadas con agouti
(AgRP), que en condiciones de ayuno estimulan la ingesta de alimento y reducen el gasto
energético al inhibir al MC4R y a las neuronas que expresan POMC y CART a través de la

liberacion de acido y aminobutirico (GABA) (Ramsey, et al., 2007).
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Figura 2. EI NSQ y la homeostasis energética. El NSQ puede ser sincronizado por sefiales luminosas, hormonas y nutrientes, o
bien por la informacién que le llega desde el ARC y el PVN (flechas verdes). A su vez, este nicleo emite eferencias (flechas
azules) hacia el ARC, el PVN, el area predptica medial (MPOA) y la SPZ. Las hormonas y nutrientes pueden afectar directamente
al ARC, el cual controla la expresién de orexinas y la MCH en el hipotalamo lateral. La zona subparaventricular del hipotadlamo
inerva al DMH, que a su vez se comunica con el PVN y el nucleo predptico ventrolateral (VLPO) regulando la produccién de
corticosteroides, el suefio y la alimentacion. A través del sistema nervioso auténomo, el MPOA, el PVN y el DMH regulan el tejido
adiposo, el higado y otros 6rganos periféricos (flechas rojas). Las sefiales como la distension abdominal, hormonas derivadas del
tracto digestivo y nutrientes llegan al sistema nervioso central a través del sistema nervioso auténomo (Imagen modificada de Froy,
2010).

Investigaciones a nivel molecular y en animales con mutaciones en los genes reloj,
corroboran la relacién del sistema circadiano y el control del balance energético (Eckel-Mahan y
Sassone-Corsi, 2009). Los animales con mutaciones en los genes centrales del reloj molecular,
como Clock, Bmal y Per, presentan trastornos en el metabolismo de la glucosa y los lipidos, asi
como en el balance energético. Ratones mutantes y homocigotos para el gen Clock (C57BL/6J
Clock*'®) consumen cerca del 50% de su alimentacion diaria en la fase de luz (siendo animales
nocturnos), desarrollan sobrepeso, hiperfagia y sintomas del SM como hiperglicemia,
hiperleptinemia, hiperlipidemia y esteatosis hepatica (Turek, et al., 2005; William y Schwartz,
2005; Zvonic, et al., 2007), asi como una disminucion en la expresion de péptidos
hipotalamicos como la grelina y las orexinas (Ramsey, et al., 2007; Froy, 2010). Por otra parte,
ratones que carecen en su totalidad del gen Bmal, o especificamente a nivel del higado,
presentan hipoglucemia en ayuno (Zhang y Kay, 2010), debido a una disminucion en la
gluconeogénesis, asi como trastornos en los ritmos diarios de glucosa y triglicéridos. En
ratones mutantes que carecen de Per2, el ritmo diario de alimentacion y la secrecion ritmica de
glucocorticoides se pierde, aunque se sigue secretando corticosterona en respuesta a la
hipoglucemia (Froy, 2010).



Estudios moleculares recientes han demostrado que los receptores nucleares son proteinas
que vinculan el metabolismo con el reloj circadiano (Figura 3), pues los genes que codifican
para estos receptores se expresan de manera ritmica en organos involucrados en el
metabolismo de la glucosa y los lipidos, como el higado, el musculo esquelético y el tejido
adiposo (Zhang y Kay, 2010). Algunos receptores importantes son PPARa (receptor de los
activadores de la proliferacion de peroxisomas a), REV-ERBa y RORa. El dimero CLOCK:
BMAL regula la transcripcion de Ppare, y la proteina resultante se une a PPRE (elemento de
respuesta a los proliferadores peroxisdémicos), activando la transcripcion de Bmal1 y regulando
la expresion de genes involucrados en el metabolismo de la glucosa y los lipidos que participan
en el transporte de &cidos grasos libres (FFA). REV-ERBa es un factor de transcripcion
preadipogénico, expresado de manera ritmica en el tejido adiposo blanco y en el higado de
rata, que facilita la transcripcién de genes activados por PPARYy, como Ap2y C/ebpa (ver anexo
de abreviaturas). Por su parte, RORa regula la lipogénesis y el almacenamiento de lipidos en el

musculo esquelético (Ramsey, et al., 2007; Froy, 2010).

Citoplasma

Figura 3. Mecanismo central del reloj molecular de mamiferos y su vinculo con el metabolismo. EI mecanismo central del reloj
molecular interactiia con receptores que participan en el metabolismo de lipidos y la adipogénesis como REV-ERVa y RORa. El
dimero CLOCK: BMAL1 induce la transcripcion de Ppara, un receptor nuclear involucrado en el metabolismo de la glucosa y los
lipidos. PPARG, al unirse a PPRE, activa la transcripcion de Rev-erba y Bmal1 (Imagen modificada de Froy, 2010).



En el tejido adiposo blanco, la relacién entre el reloj circadiano y la homeostasis energética
se encuentra bien documentada. Este tejido presenta un patrén ritmico de sensibilidad a la
adrenalina, hormona que induce la lipdlisis, asi como en la expresion de genes que codifican
para las hormonas resistina, adiponectina y visfatina en el tejido adiposo visceral y que
participan en el metabolismo de la glucosa y los acidos grasos, sin embargo estos ritmos no se
expresan en pacientes obesos (Zvonic, et al., 2007; Froy, 2010). Por otra parte, en animales
que carecen de BMAL1 en el tejido adiposo, disminuye la adipogénesis y la expresién de
factores adipogénicos y lipogénicos como PPARy2, aP2, C/EBPa, C/EBP®, PEPCK y FAS (ver
anexo de abreviaturas). Asimismo, EPAS1, un factor de transcripcion hélice-asa-hélice con
dominio PAS (bHLH-PAS) relacionado con CLOCK y BMAL, esté implicado en la regulacion de
los adipocitos. La ausencia de EPAS1 altera la manera en que se almacenan los lipidos vy
disminuye la expresion de GLUT1, GLUT4 e IRS3, elementos importantes que participan en la
internalizacion de glucosa hacia las células (Zvonic, et al., 2007). Por otra parte, en el higado y
en el musculo esquelético, el co-activador transcripcional metabdlico PGC1a (también conocido
como PPARyc1a) puede modificar al reloj (regulando la expresion de Bmal) y ser regulado por
el mismo, pues el RNA mensajero de Pgc1a se expresa ritmicamente en relacion con la
expresion de Per2 (Zhang y Kay, 2010).

El tiempo de alimentacion por si mismo regula los osciladores periféricos hallados en
organos como el higado. En animales nocturnos alimentados ad libitum se observa un patron
de alimentacion principalmente durante las fases de oscuridad, sin embargo, la restriccion de
alimento durante las fases de luz revierte la fase del reloj en el higado de estos animales.
Ademas, estudios recientes sugieren que el ayuno provoca la degradacién de CRY1 al activar
cinasas dependientes de AMP y la PARP1, que pueden generar un efecto en el reloj (Zhang y
Kay, 2010). Asimismo, el estado energético de la célula como un reflejo del patron de
alimentacién es capaz de modificar las oscilaciones ritmicas. Cuando los dinucleétidos de
nicotinamida adenina se encuentran reducidos (NADH y NADPH), CLOCK y BMAL1 se
dimerizan de forma eficiente y se traslocan al nucleo uniéndose a los sitios E-box de los
promotores de los genes antes mencionados; sin embargo, cuando estos dinucleétidos estan
en su forma oxidada (NAD* y NADP") el dimero CLOCK:BMAL1 no puede unirse a los sitios E-
box, de tal manera que la proporcion de NAD(P)" respecto a la de NAD(P)H modifica la
maquinaria del reloj. Por otra parte, el monofosfato de adenosina (AMP), otro indicador del
estado energético en la célula, activa a la protein cinasa activada por AMP (AMPK) que

fosforila la CKlg, incrementando su actividad y modificando al reloj molecular (Froy, 2010).



Actualmente se reconoce que el reloj circadiano es responsable de las fluctuaciones diarias
en la concentracion de muchas hormonas involucradas en el metabolismo, como la insulina, el
glucagon, la adiponectina, los glucocorticoides, la leptina y la grelina. Estas hormonas son
importantes en la regulacién de la glucemia, la glucdlisis, asi como en la concentracion de
acidos grasos Yy triglicéridos, parametros que se encuentran alterados en pacientes con
obesidad y enfermedades como la diabetes tipo Il (Duez y Staels, 2008; Froy, 2010). Ademas,
el sistema circadiano modula la expresion y/o actividad de complejos enzimaticos y
transportadores involucrados en el metabolismo de la glucosa, los lipidos y los aminoacidos,
como la glucégeno fosforilasa, la citocromo oxidasa, la lactato deshidrogenasa, la acetil-CoA
carboxilasa, la enzima malica, la sintetasa de acidos grasos y la glucosa-6-fosfato

deshidrogenasa (Froy, 2010).

2.2.1 Patrones ritmicos en la concentracion de leptina.

La leptina desempefia un papel importante en la regulacion del balance energético,
disminuyendo la ingesta de alimento e incrementando el gasto de energia. Esta hormona se
secreta principalmente por el tejido adiposo blanco, por lo cual su concentracion en el torrente
sanguineo es proporcional a la cantidad de tejido graso (Chelikani, et al., 2004; Piccione, et al.,
2004), aunque el género es un factor que modifica la concentracion de esta hormona. De
acuerdo con estudios realizados en humanos y ratones, las hembras tienden a presentar
mayores concentraciones de leptina respecto a los machos, con una proporcion similar de
tejido graso, e incluso en humanos se ha observado que este contraste se acentua durante la
fase lutea del ciclo menstrual (Jéquier, 2002); es posible que esta diferencia entre géneros se
deba a que la concentracion de testosterona se relaciona de manera negativa con los niveles
de leptina, como se ha reportado en ratones (Ahrén, 2000).

La concentracion plasmatica de leptina muestra un patrén ritmico en humanos, en roedores
(como la rata y el raton), e incluso en el caballo, presentandose la mayor concentracion de esta
hormona en la fase oscura (0 escotofase), a pesar de que sus ritmos de actividad vy
alimentacion son distintos (Schoeller, et al., 1997; Kalsbeek, et al., 2001; Piccione, et al., 2004).

Hasta la fecha se desconocen del todo cuales son los factores que originan el ritmo diario de
leptina. En humanos, algunas investigaciones muestran que el ritmo de esta hormona se
encuentra influenciado por otras hormonas, como el cortisol y la insulina, y puede modificarse
en respuesta a los patrones de alimentacién (Schoeller, et al., 1997); sin embargo, estudios
mas recientes indican que este ritmo no se modifica por la ingesta de alimento, el aumento de

insulina o el de cortisol, cuyo pico maximo precede al pico de leptina (Jéquier, 2002). Sin



embargo, se ha encontrado una correlacion entre la concentracion de insulina y leptina en
humanos que padecen diabetes con deficiencia de insulina, quienes también tienen bajas
concentraciones de leptina (Ahrén, 2000).

En las ratas, el NSQ podria desempefar el papel mas importante al generar el ritmo diario
de leptina, pues esta estructura posee receptores para esta hormona y su lesion elimina el
patrén diario observado; ademas, in vitro la leptina puede generar avances de fase en la
oscilacion de las células del NSQ (Piccione, et al., 2004). Asimismo, se mantiene el ritmo diario
de leptina independientemente de factores como la ingesta de alimento y la secreciéon hormonal
(Kalsbeek, et al., 2001, Froy, 2010). Por otra parte, en ratones la liberacion nocturna de leptina
se correlaciona con la liberacién de insulina en respuesta a la alimentacion, por lo cual el patron
diario de leptina no se presenta en animales bajo condiciones de ayuno (Boden, et al., 1996;
Ahrén, 2000).

2.2.2 Patrones ritmicos en la concentracion de insulina.

La insulina es una hormona secretada por las células B de los islotes de Langerhans del
pancreas, en respuesta a las concentraciones elevadas de glucosa en la sangre, que
desempefa un papel importante en la regulacion del balance energético, modificando el uso de
la glucosa vy los triglicéridos en el organismo y actuando a nivel hipotalamico para disminuir la
ingesta de alimento y aumentar el gasto de energia (Milagro y Marques-Lopes 2002). La
insulina eleva la captacion de glucosa en el musculo y en el tejido adiposo, activa la glucdlisis e
inhibe la gluconeogénesis en el higado, aumenta la sintesis de acidos grasos y triglicéridos en
el higado y en el tejido adiposo, eleva la sintesis de glucogeno en el higado y en el musculo,
asi como la captacién de aminoacidos, promoviendo la sintesis de proteinas musculares
(Dominiczak, 2006).

La concentracion plasmatica de insulina muestra un ritmo diario que se presenta incluso en
humanos con sobrepeso y en ayuno; sin embargo existe controversia respecto a los factores
que generan este ritmo. Estudios realizados en humanos, muestran diferencias entre los
niveles de insulina por la mafiana respecto a la tarde, presentando concentraciones superiores
en la mafana (posteriores al pico de glucosa) aun después de 72 h de ayuno, en individuos con
un peso normal y con sobrepeso (tanto mujeres como hombres); sin embargo, los individuos
con sobrepeso muestran concentraciones de insulina mas elevadas (en particular las mujeres),
indicando un posible estado de resistencia a la insulina (Merl, et al., 2004). Por otra parte, en

ratones alimentados ad libitum, se ha encontrado un ritmo diario de insulina que muestra su
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pico maximo durante la fase nocturna, el cual podria estar asociado con su patron de
alimentacion (Ahrén, 2000).

De acuerdo con algunos estudios realizados en humanos, las fluctuaciones en la
concentracion plasmatica de insulina no se presentan de manera paralela al patron diario de la
concentracion de glucosa, de tal manera que el ritmo diario de insulina no es consecuencia

directa del ritmo de glucosa (Van Cauter, et al., 1991).

2.2.3 Patrones ritmicos en la concentracion de triglicéridos.

Los acidos grasos son extraordinariamente efectivos para el almacenamiento de energia, por lo
cual muchos organismos los almacenan como triglicéridos, principalmente en el tejido adiposo
blanco. Los triglicéridos desempefian una funcion importante en el estado metabdlico de los
organismos, tanto en periodos de disponibilidad de alimento como en condiciones de ayuno,
fungiendo no sélo como reservas de energia, sino también como fuente de acidos grasos
esenciales y no esenciales, asi como precursores para la sintesis de fosfolipidos (Coleman y
Lee, 2004).

Debido a que los procesos homeostaticos de un organismo, asi como sus demandas
energéticas, fluctuan significativamente durante el dia, los procesos metabdlicos del tejido
adiposo deben coordinarse con el metabolismo de otros tejidos con el fin de anticipar los
cambios en las necesidades del organismo y mantener el balance energético (Zvonic, et al.,
2007). En condiciones normales, cuando 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. La lipdlisis es estimulada por hormonas como el
glucagon, la adrenalina y el cortisol, e inhibida por la insulina.

Estudios realizados en roedores, muestran que la concentracion plasmatica de triglicéridos
exhibe un patron ritmico, presentandose aun en condiciones de ayuno e incluso en animales
obesos. Investigaciones en ratas Zucker, tanto obesas como delgadas alimentadas ad libitum,
muestran un patron ritmico en la concentracion de triglicéridos aunque con fases distintas en la
expresion de los niveles maximo y minimo. En la rata Zucker el pico maximo en la
concentracion de triglicéridos se presenta en la fase oscura, y la concentracion es mayor en los
individuos obesos en relacion con los delgados (Lanza-Jacoby, 1986). Por otra parte, en el
trabajo realizado por Escobar y colaboradores en 1998, se observd que el pico de triglicéridos
en las ratas macho Wistar alimentadas ad libitum, fue distinto al de los animales con 12 h de

ayuno (ambos grupos bajo un ciclo de luz-oscuridad 12:12), ya que en el primer grupo el pico
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se presentd dos horas antes del inicio de la fase luminosa (o fotofase), mientras que en las
ratas en ayuno se presentd tres horas después de lo esperado (es decir en la fase de luz),

ademas, la concentracion sérica de triglicéridos fue mayor en las ratas alimentadas.

2.2.4 Patrones ritmicos en la concentracion de glucocorticoides.

Los mecanismos homeostaticos que regulan la concentracién sanguinea de las hormonas
glucocorticoides (como el cortisol y la corticosterona), son esenciales para el funcionamiento
adecuado de algunos procesos implicados en el balance energético, como la lipogénesis, la
lipdlisis (mediante la activacién de lipasas sensibles a hormonas), la gluconeogénesis, y la
expresion de neuropéptidos hipotalamicos que participan en el control del apetito, entre los que
se encuentran el NPY y el factor liberador de corticotropinas (CRH). Los glucocorticoides se
han vinculado con el desarrollo de obesidad debido a sus efectos orexigénicos y adipogénicos,
o bien al contrarrestar los efectos de la insulina promoviendo la gluconeogénesis y
disminuyendo la sensibilidad a la insulina en tejidos periféricos (Leal-Cerro, et al., 2001;
Pasquali, et al., 2006).

Los glucocorticoides presentan un patron de liberacion ritmico durante el dia, presentandose
su mayor concentracion justo antes del inicio del periodo de actividad (Ruiter, et al., 2003;
Dickmeis, 2009). De tal manera que en los animales nocturnos la concentraciéon plasmatica de
glucocorticoides incrementa hacia el final del periodo de luz, mientras que en los animales
diurnos (incluyendo el humano) el pico se presenta durante las primeras horas del amanecer
(Sietse, et al., 2005, Dickmeis, 2009).

La secrecién ritmica de glucocorticoides se encuentra regulada por el sistema circadiano,
siendo el NSQ el que controla su secrecion a través del eje hipotalamo-hipéfisis-adrenales
(HHA) y del sistema nervioso auténomo, independientemente del patron de alimentacion
(Sietse, et al., 2005), ademas, existe un reloj periférico en la glandula adrenal que regula la
sensibilidad a la hormona adrenocorticotropica (ACTH). En general, el patrén ritmico en la
secrecion de glucocorticoides podria contribuir a la sincronizacién de los relojes celulares
auténomos en el cuerpo, interactuando con ellos para regular la homeostasis durante el dia
(Dickmeis, 2009).

Es probable que la obesidad modifique la concentracién plasmatica de glucocorticoides; sin
embargo, diversos estudios realizados en humanos y roedores no son contundentes al
respecto. Se ha reportado que los humanos obesos muestran concentraciones plasmaticas de
cortisol iguales, mas elevadas o disminuidas respecto a individuos normales (Jessop, et al.,

2001). Mientras que modelos animales, como el ratén ob/ob y la rata Zucker, presentan una
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concentracién elevada de corticosterona, lo cual puede revertirse mediante adrenalectomia

(Bjorntorp y Rosmond 2000).

2.2.5 Patrones ritmicos en la concentracion de glucosa.

Los mamiferos han desarrollado distintos mecanismos que les permiten regular la
concentracion de glucosa sanguinea en intervalos estrechos, para el funcionamiento adecuado
de las células (especialmente del sistema nervioso), por lo cual alteraciones en su
concentracion generan enfermedades como la diabetes tipo Il.

El sistema nervioso central (incluyendo al NSQ) juega un papel importante en la anticipacion
del metabolismo de la glucosa conforme a las necesidades del organismo, mientras que el
sistema endocrino controla las respuestas inmediatas ante las demandas de ésta. La activacion
del sistema nervioso simpatico y la secrecion de hormonas como la adrenalina, el glucagén y la
corticosterona incrementan la concentracion sanguinea de glucosa, mientras que la activacion
vagal y la accion de la insulina disminuyen su concentracion (Ruiter, et al., 2003).

La glucemia es el resultado de factores como la ingesta de alimento, la produccién hepatica
de glucosa y cambios en su tolerancia, ésta ultima dependiendo de mecanismos como la
secrecion de insulina asi como de la disponibilidad y la sensibilidad de los receptores de esta
hormona. La concentraciéon plasmatica de glucosa muestra un patron ritmico de 24 h generado
por el NSQ, independientemente del patron en la ingesta de alimento también regulado por el
mismo nucleo (Kalsbeek, et al., 2001; La Fleur, et al., 2001; Ruiter, et al., 2003; Cailotto, et al.,
2005). Sin embargo, en humanos se ha demostrado que el ayuno prolongado de hasta 72 h
disminuye gradualmente la glucemia inhibiendo el patrén circadiano (Merl, et al., 2004).

En los roedores nocturnos, la concentracién plasmatica de glucosa incrementa hacia el final
de la fase de luz, justo antes del inicio de su principal periodo de actividad, disminuyendo
durante el transcurso de la escotofase (La Fleur, et al., 2001). Este fendmeno también se
observa en humanos, sin embargo al ser de habitos diurnos el aumento en la concentracion de
glucosa se presenta durante las primeras horas del amanecer (Kalsbeek, et al., 2001), siendo
el momento del dia en el cual coinciden el pico mas alto de insulina y la mayor sensibilidad a
esta hormona en los tejidos periféricos (Ramsey, et al., 2007; Garaulet-Aza, et al., 2009).

Se ha estudiado el ritmo diario en la glucemia y su asociacion con patrones hormonales
como los glucocorticoides, los cuales generan un efecto hiperglucémico cuando la
concentracién sanguinea de glucosa disminuye (como en una situacién de ayuno). Sin
embargo, estas hormonas no son el factor principal que determina la ritmicidad de la glucemia

pues, aunque el pico del ritmo diario de los glucocorticoides coincide con el pico de glucosa, el
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inhibir la secrecién de estas hormonas no altera el ritmo de glucosa. Ademas, a pesar de que
los glucocorticoides disminuyen la sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos, su pico se
presenta cuando la sensibilidad a la insulina es mayor, por lo cual el pico de glucosa sanguinea
no es el resultado de una disminucion en la sensibilidad a la insulina por acciéon de los
glucocorticoides. Por otra parte, se ha propuesto la posibilidad de que el glucagén determine el
ritmo diario en la glucemia, como sucede en las ratas bajo condiciones de ayuno, ya que
ademas existe una interconexion nerviosa entre el NSQ y el pancreas (La Fleur, et al., 1999;
Ruiter, et al., 2003).

2.3 El ciclo de sueno-vigilia.

El ciclo de suefio-vigilia es una manifestacion basica de la actividad del sistema nervioso
central (Duran-Hernandez, et al., 2007), que se presenta en los mamiferos y probablemente en
todos los vertebrados. El suefio es un estado reversible de inactividad conductual de los
organismos, acompafiado de una postura de inmovilidad o reposo propia de cada especie, en
el cual disminuye la capacidad de responder ante estimulos ambientales externos (Montes-
Rodriguez, et al., 2006) y se caracteriza por presentar un patron de ondas cerebrales
especificas (Purves, et al., 2004), generado por mecanismos de activacion e inhibicion
neuronal.

El suefio es un proceso vital cuya privacion genera trastornos en el organismo, como se ha
observado en estudios realizados con ratas, las cuales disminuyen su peso corporal (a pesar
del incremento en la ingesta de alimento), la capacidad de controlar su temperatura corporal,
son susceptibles a enfermedades infecciosas y fallecen en un periodo de aproximadamente
tres semanas si se mantiene la privacion de sueno. Por otra parte, la privacion de este en
humanos genera un deterioro en la memoria, se reducen las capacidades cognitivas, produce
cambios de humor e incluso alucinaciones (Purves, et al., 2004).

Las funciones que se le han atribuido al suefo son diversas, ya que por mucho tiempo se ha
propuesto que sirve para restaurar al cerebro y sus neuronas del desgaste ocurrido durante la
vigilia, hipotesis que se encuentra sustentada por el efecto de la privacion del suefo sobre el
organismo, como somnolencia, la capacidad disminuida para responder ante estimulos
ambientales, o bien para retener informacién (Montes-Rodriguez, et al., 2006). Otras funciones
gue se le han atribuido al suefio son la conservacion de energia, ya que durante este estado se
restauran los niveles de glucégeno en el cerebro (Purves, et al.,, 2004), la termorregulacion

cerebral, la desintoxicacién del cerebro, la plasticidad cerebral, el desarrollo y establecimiento
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de circuitos neuronales y, en los adultos, se ha vinculado con el aprendizaje y la memoria
(Maquet, 2001).

El registro de la actividad electroenecefalografica en mamiferos como el gato, la rata, el
ratén y el humano, ha permitido clasificar los estados de vigilancia en dos fases principales: la
vigilia y el suefio. Este ultimo se compone a su vez de dos estados distintos y alternantes que
poseen mecanismos neurales e indicadores fisioldégicos unicos: el suefio de no-movimientos
oculares rapidos (NoMOR), en el cual se incluye al suefio de ondas lentas (SOL), y el suefio
con movimientos oculares rapidos (SMOR).

Durante la vigilia, se observa un ritmo de actividad eléctrica cerebral rapida y de bajo voltaje;
se presentan movimiento oculares coordinados, tono muscular elevado en los musculos
antigravitatorios y la interaccion del organismo con el medio que le rodea (Purves, et al., 2004;
Montes-Rodriguez, et al., 2006; Datta y MacLean, 2007).

El suefio NoMOR se caracteriza por una disminucion en la frecuencia de la actividad
eléctrica cerebral, una disminuciéon en el tono muscular (respecto al observado en vigilia) y
movimientos oculares lentos y asincronicos. En humanos, el suefio NOMOR se divide en cuatro
etapas, cada una de ellas relacionada con el suefio profundo, pues al aumentar el tiempo de
suefio las ondas dominantes son de alto voltaje y de baja frecuencia (correspondientes a las
etapa lll y IV, también denominadas suefio de onda lentas, SOL). Por otra parte, en animales
como el gato, la rata y el raton, el suefio NOMOR se divide en dos etapas: SOL | y II; en la
primera se presentan husos de suefio en el electroencefalograma cortical (EEG), mientras que
en la segunda etapa sélo se observan ondas de gran amplitud y de baja frecuencia (0.1 a 4 Hz)
(Datta y McLean, 2007), como se muestra en la Figura 4.

Por su parte, en el SMOR se presenta una actividad eléctrica cerebral rapida de bajo voltaje,
con presencia de ritmo theta (8) hipocampico; disminucion del tono muscular de los musculos
antigravitatorios, en comparacioén con el suefio NOMOR, se presentan movimientos oculares
rapidos y ondas ponto-geniculo-occipitales (PGO) (Purves, et al., 2004; Montes-Rodriguez, et
al., 2006).
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Figura 4. Apariencia poligrafica tipica de la actividad eléctrica cerebral y muscular del ratén y la rata adultos en las distintas fases
del ciclo suefio-vigilia. SOL: suefio de ondas lentas; SMOR: suefio con movimientos oculares rapidos; EEG: electroencefalograma;
EMG: electromioarama (Imaaen modificada de Datta v McLean. 2007)
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El ciclo suefio-vigilia se expresa de manera ritmica en un periodo cercano a 24 h, siendo el
NSQ la estructura que rige este ciclo y otros procesos fisioldgicos sincronizados con el suefio,
como la temperatura corporal, la secrecion hormonal (e.g. el cortisol, la hormona del
crecimiento y la vasopresina), la presion sanguinea y la produccion de orina (Purves, et al.,
2004). En los humanos adultos y en los primates no-humanos, la distribucion circadiana del
suefio es monofasica, de tal manera que el suefio NOMOR y SMOR se alternan a lo largo de
cuatro o seis ciclos de suefio cada noche; sin embargo, en el raton, la rata y el gato, la
distribucion circadiana del suefio es polifasica, siendo la alternancia del suefio NOMOR vy del
SMOR de menor duracion, y llevandose a cabo tanto en el dia como en la noche (Datta y
McLean, 2007).

El ciclo sueno-vigilia se encuentra regulado por una red compleja de mecanismos neurales
que dan lugar a cada uno de los estados, como se muestra en la Figura 5.

El mecanismo de generacion de la vigilia involucra sistemas interdependientes que actuan a
nivel talamico y extratalamico. Los nucleos locus coeruleus (noradrenérgico) y rafe dorsal
(serotoninérgico) presentan una frecuencia de disparo maxima durante la vigilia, que disminuye
durante el SOL y es minima durante el SMOR. Esos nucleos envian proyecciones hacia el
talamo y la corteza, encargandose de mantener desincronizada la actividad cortical, junto con
los nucleos tegmentales podunculo pontinos (TPP), los nucleos tegmentales latero-dorsales
(TLD), el nucleo de Meynert y la sustancia innominada del cerebro basal (estos tres ultimos
mediante neuronas colinérgicas). Por otro lado, la formacion reticular proyecta fibras
noradrenérgicas y serotoninérgicas hacia el hipotdlamo, sub-tdlamo y cerebro basal, corteza e
hipocampo; a su vez, el hipotdlamo posterior envia fibras histaminérgicas difusas hacia la
corteza y el tdlamo. Ademas, el hipotalamo lateral inerva al nucleo de rafe, y los nucleos TPP y
TLD mediante neuronas que contienen hipocretinas (u orexinas) promoviendo la vigilia y/o la
activacion cortical (Duran-Hernandez, et al., 2007; Datta y McLean, 2007).

Durante el SOL disminuye la actividad neuronal de la corteza y el talamo, en esta etapa
disminuye la frecuencia de disparo de las neuronas del ndcleo de rafe, mientras que los
nucleos del tracto solitario, talamicos inespecificos, los de la region predptica hipotalamica
anterior y el cerebro basal anterior se activan al maximo. Estos nucleos poseen neuronas que
actuan a través de proyecciones inhibitorias directas e indirectas en los sistemas aminérgicos,
colinérgicos y orexinérgicos, por su parte, las neuronas GABAérgicas de la corteza y el
hipocampo se activan. El inicio y mantenimiento de SOL parece estar controlado por la
activacion de los nucleos del rafe dorsalis y centralis que inhiben el efecto de despertar del

sistema reticular, permitiendo al talamo medial inducir los husos de suefio y la sincronizacion
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cortical. Asimismo, la estimulacion eléctrica en el cerebro basal anterior (en las proximidades
del nucleo del tracto solitario), en el hipotalamo lateral, en el nucleo antero-ventral del talamo y
en el area preodptica, produce sincronizacion cortical. Otras regiones implicadas en el SOL
incluyen al area predptica media, la banda diagonal de Broca, el area predptica magnocelular y
la sustancia innominada subpalida (que constituyen una region compleja que contiene vias y
elementos neuronales en donde se integran procesos hormonales, metabdlicos y
conductuales), asi como las neuronas de la sustancia innominada y del globo palido (Duran-
Hernandez, et al., 2007; Datta y McLean, 2007).

El SMOR es el resultado de la activacion de sustratos neuronales localizados en el tallo
cerebral a nivel de la protuberancia. Esta fase del suefio esta regulada por dos poblaciones
neuronales: las neuronas que activan los mecanismos colinérgicos/colinoceptivos en varias
regiones de la formacion reticular pontina (incluyendo el area reticular tegmental dorsal, las
areas reticulares laterales, porciones de la médula y la formacién reticular mesencefalica) se
activan durante el SMOR, mientras que las neuronas del locus ceruleus y del nucleo rafe dorsal
se inactivan. La atonia muscular y las ondas PGO caracterizan al SMOR, la primera es
causada por una hiperpolarizacion de las motoneuronas de la médula espinal, asi como por
una inhibicion de la actividad talamo-cortical; mientras que las espigas PGO se originan en el
nucleo colinérgico mesopontino, asi como en las neuronas de los nucleos TLD y TPP de la
formacion reticular pontina, estas espigas se propagan desde la region pontina al cuerpo
geniculado lateral y a la corteza occipital (Duran-Hernandez, et al., 2007; Datta y McLean,
2007).
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Figura 5. Modelo de la red compleja de mecanismos neuronales que dan lugar a la vigilia, el suefio de ondas lentas (SOL) y el
suefio con movimientos oculares rapidos (SMOR). Abreviaturas:5HT, serotonina; ADA, adenosina; DPGi, nucleo reticular
paragigantocelular dorsal; dDPMe, nucleo reticular mesencefalico profundo; DRN, nucleo rafe dorsal; GABA, acido y amino-
butirico; GiV, nucleo reticular gigantocelular ventral; Gly, glicina; Hcrt, neuronas secretoras de hipocretinas (orexinas); HIS,
histamina; LC, locus coeruleus; NA, noradrenalina; MCH, neuronas que secretan hormona concentradora de melanina; PH,
hipotdlamo posterior; SCN, nucleo supraquiasmatico; SLD, nucleo sublaterodorsal; TMN, nucleo tuberomamilar; VIPAG,
periacueductal ventrolateral gris; VLPO, nucleo predptico ventrolateral (Imagen modificada de Fort, et al., 2009).
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2.4 El ciclo de sueno-vigilia y la obesidad.

Las alteraciones en el ciclo de sueno-vigilia estan vinculadas con disfunciones metabdlicas, que
a su vez generan anormalidades en el sueio, formando asi un mecanismo de retroalimentacion
que desarrolla patogenias como la obesidad y otros problemas de salud asociados con la
misma (Trenell, et al., 2007; Wolk y Somers, 2007).

Actualmente, existe evidencia que sugiere que la disminucion en la duracién del suefo en
los humanos se encuentra asociada con un aumento en el indice de masa corporal (IMC: peso
en kilogramos dividido por el cuadrado de la talla en metros), y con un aumento en la incidencia
de diabetes tipo Il. La relacion entre el IMC y la duracién del suefio, indica que los individuos
con sobrepeso y obesidad (IMC= 25-29.9 y 30-39.9 kg/m?, respectivamente), duermen menos
que los individuos con un IMC normal (IMC= 18.5-24.9 kg/m?). Sin embargo, las personas con
obesidad extrema (IMC= <40kg/m?) duermen mas que aquellas con menor grado de obesidad
(Kalsbeek, et al., 2001).

Hasta la fecha, no se ha esclarecido la relacion causa-efecto que existe entre la duracién del
suefo y la obesidad en los humanos, pues el dormir periodos de 6 h o mayores de 8 h se
asocian con trastornos metabdlicos. En las personas obesas que duermen durante periodos
prolongados, uno de los malestares mas comunes es la somnolencia excesiva durante el dia
(EDS excessive daytime sleepiness), el cual se ha vinculado con desordenes respiratorios del
suefo (como la apnea obstructiva); sin embargo, existen estudios que sugieren que la obesidad
es un factor de riesgo para el desarrollo de EDS independientemente de los desordenes
respiratorios y la edad (William y Schwartz, 2005). Es posible que trastornos como la EDS sean
resultado de un incremento en la secrecion de citocinas que promueven el suefo,
particularmente del factor de necrosis tumoral a (TNF a) y la interleucina-6 (IL-6), ambas
secretadas por los adipocitos (Jenkins, et al., 2005).

Por otra parte, se ha demostrado que la restriccion de suefio en humanos puede afectar el
balance energético a través de tres vias: incrementando el apetito, la disponibilidad de tiempo
para comer y disminuyendo el gasto de energia (Van Cauter y Knutson, 2008), lo cual genera
una ganancia de peso corporal. Estas vias se relacionan con alteraciones hormonales, como
cambios en la concentracion de cortisol, tirotropina, hormona del crecimiento, leptina y grelina,
modificando ademas sus ritmos diarios (Taheri, et al., 2004; Wolk y Somers, 2007).

Estudios realizados en humanos saludables, indican que la restriccion parcial de suefo (6
dias consecutivos durmiendo 4 h, seguidos por un periodo de recuperacién de 7 dias con 9 h

de sueno) es capaz de modificar la concentracion sanguinea de leptina, siendo en promedio
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19% menor en los individuos con dicha restriccion, asi como el patrén ritmico de esta hormona
y del cortisol, pues el pico de leptina y la concentracién mas baja de cortisol se adelantan 2 h'y
1.5 h respectivamente, en comparacion con los individuos que duermen el tiempo adecuado.
Ademas, en las personas con restriccion de suefio disminuye la tolerancia a la glucosa
alrededor del 40% respecto a la situacion normal y se eleva la concentracion de grelina,
incrementando la ingesta de alimento particularmente rico en carbohidratos (Van Cauter y
Knutson, 2008; Garaulet-Aza, et al., 2009). Asimismo, los individuos que padecen apnea
obstructiva del suefio muestran un incremento en la concentracion de grelina y alteraciones
relacionadas con el SM, como la resistencia a la insulina, la hipertension, la disminucién en la
concentracion de HDL y el acumulo de grasa visceral (Harsch, et al., 2003; Wolk y Somers,
2007). En las ratas con privacion de suefio, se han observado cambios en los niveles de grelina
y de leptina de manera similar a lo ocurrido en humanos (Bodosi, et al, 2004).

Es probable que las orexinas A y B que se sintetizan en el hipotalamo lateral sean el vinculo
entre el suefio y los patrones de alimentacion, ya que estas hormonas desempefian un papel
importante en la regulacién del balance energético, estimulando el apetito, asi como en el ciclo
de suefio-vigilia, promoviendo la vigilia (Sakurai, 2004; Adamantidis y Lecea, 2009). En
humanos con privaciéon de suefio, el incremento de orexinas activa al sistema nervioso
simpatico, el cual disminuye la concentracion de leptina y la sensibilidad a la insulina (Van
Cauter y Knutson, 2008). Por otro lado, las mutaciones en el receptor de la orexina B o la
delecion del gen que codifica para orexinas generan narcolepsia en perros y ratones,
respectivamente. Asimismo, en los humanos con narcolepsia se encuentran disminuidos los
niveles de orexinas y se presenta un incremento en el indice de masa corporal (Ramsey, et al.,
2007).

La obesidad es capaz de modificar la distribucién temporal de los estados de vigilancia,
como se ha reportado en estudios realizados con ratones C57B6/L con obesidad inducida por
una dieta rica en grasas, en los cuales se reduce la vigilia y aumenta el SOL principalmente
durante la escotofase (Jenkins, et al., 2005). En ratones mutantes ob/ob (con deficiencia de
leptina y de fenotipo obeso), la arquitectura del suefio se fragmenta, mostrandose un mayor
numero de despertares durante el tiempo de suefio, un aumento en las transiciones de fase,
brotes de suefio mas frecuentes (aunque de menor duracién) y un aumento en el tiempo de
suefio NOMOR, respecto a los ratones silvestres (Laposki et al., 2006). Mientras tanto, en la
rata Zucker (un modelo genético de obesidad), el efecto de la obesidad en las fases del suefio
no es tan claro, ya que estos animales muestran un porcentaje mayor de SOL en comparacion

con las ratas Wistar no obesas; sin embargo, al comparar ratas Zucker no obesas con obesas,
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éstas ultimas presentan un incremento soélo en el nimero de transiciones del sueiio NoMOR al
suefio MOR, sin aumentar el tiempo total de suefio NOMOR (Megirian et al., 1998).

Por otra parte, como ya se sefiald anteriormente, la restriccion de suefio altera los ritmos
diarios y la concentracion de hormonas que participan en el balance energético, como la leptina
y la grelina; sin embargo estas hormonas a su vez son capaces de modificar el ciclo de suefio-
vigilia. La administracion de grelina incrementa la proporcion de suefio NOMOR en los humanos
y en los ratones, aunque parece no afectar esta fase del sueno en las ratas (Prinz, 2004). Por
otra parte, la deficiencia de leptina en los ratones mutantes ob/ob fragmenta la arquitectura del
sueno, produce alteraciones en la consolidacion del suefio y en la ritmicidad diurna (Laposky, et
al., 2006; Ramsey, et al., 2007).

2.5 El ratén de los volcanes como modelo animal.

El ratén de los volcanes, Neotomodon alstoni, (Figura 6) es un roedor endémico de México
descrito originalmente por Merriam en 1898. Desde entonces, su posiciéon taxondmica ha sido
motivo de controversia debido a la proximidad filogenética del género Neotomodon con el
género Peromyscus (Villalpando et al, 2000); sin embargo, actualmente se situa dentro del

orden Rodentia, familia Muridae y subfamilia Sigmodontinae (Chavez, 2005).

Figura 6. Neotomodon alstoni (Chavez, 2005)
Foto: Gerardo Ceballos

El ratdon de los volcanes habita exclusivamente en el Eje Neovolcanico Transversal de
México, situado entre los 18° y 22° latitud Norte con un intervalo altitudinal que oscila entre los
2,600 a 4,500 m sobre el nivel del mar (Luis, et al., 2000). Su habitat se encuentra constituido
por bosque mixto de pino y encino en las partes bajas, mientras que en las partes mas altas se
encuentran asociaciones de pino y abeto, culminando cerca de la linea de nieve perpetua en

bosque formado casi exclusivamente por pino. Asimismo, la presencia de zacatén es un factor
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principal del habitat de este ratdn, ya que construye sus madrigueras principalmente entre las
raices de gramineas amacolladas mostrando una preferencia de microhabitat en el zacatonal y
el bosque-zacatonal (Davis y Follansbee, 1945; Chavez, 2005).

Neotomodon alstoni es un roedor de habitos nocturnos que inicia su actividad al atardecer y
la termina cerca de la media noche, mostrando su pico de actividad entre las 20:00 y las 21:00
h (Davis y Follansbee, 1945). Es un animal omnivoro que se alimenta de tallos, brotes y hojas
de plantas herbaceas (Chavez, 2005), asi como de frutos (fresa y zarzamora en la temporada
de lluvias, y capulincillo a finales del afio), granos de polen de diversas plantas, y artrépodos
del orden Coledptera, hormigas y larvas de lepidépteros (Alvarez y Mayo-Aceves, 1993).

Este roedor es muy décil y capaz de reproducirse en condiciones de cautiverio durante todo
el afo, al igual que en su habitat natural, con una tasa de natalidad mas elevada de abril a
septiembre. Las hembras presentan varios ciclos estrales al afio, con una duracion promedio
de 4.5 dias, y periodos de gestacién de 25 a 35 dias, después del cual paren una camada de 3
crias en promedio. Estudios de este animal en el laboratorio, sefialan que puede tratarse de
una especie monogamica en la cual los machos exhiben cuidado parental (Luis, et al., 2000,
2004, 2009).

Estudios previos del raton de los volcanes, han demostrado que puede ser empleado como
modelo bioldgico en investigaciones de genética (Rodriguez Romero, 1974), morfologia
(Villalpando, et al., 2000; 2005), ecologia (Alvarez y Mayo-Aceves, 1993), reproduccion
(Granados y Hoth, 1989; Luis, et al., 2000, 2004, 2009; Fuentes-Granados, 2008; Luis-Diaz, et
al., 2008), conducta (Granados, et al., 1996), biologia molecular (Martinez-Merlos, 1997;
Macias, et al., 2004; Pérez-Solis, et al., 2010), ritmos circadianos (Fuentes-Granados, et al.,
2009) y suefo (Ayala-Guerrero, et al., 1998), ya que desde los primeros afios de su estudio en
cautiverio ha mostrado cualidades como su extraordinaria docilidad, su facilidad de adaptacion
a las condiciones ordinarias de laboratorio, asi como una fertilidad y longevidad
apreciablemente mas prolongada en comparacion con otros roedores comunmente empleados
en el laboratorio (Granados y Hoth, 1989), llegando a vivir hasta 5 afnos (Ayala-Guerrero, et al.,
1998).

2.5.1 El raton de los volcanes y el estudio de la obesidad.

Desde hace algunos afos, el raton de los volcanes se ha propuesto como modelo para el
estudio de la obesidad y la esteatosis hepatica (EH) en el desarrollo del SM, ya que se ha
observado que alrededor del 9.9 % de los ratones adultos en cautiverio son susceptibles al

desarrollo de lipomatosis (alteracién caracterizada por un abundante depésito regional de tejido
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adiposo subcutaneo) y exhiben un fenotipo obeso (Carmona Castro, 1994), como se muestra
en la Figura 7. Asimismo, los individuos obesos presentan EH microvacuolar periportal y
concentraciones mas elevadas de triglicéridos respecto a sus descendientes no obesos
nacidos en cautiverio y animales silvestres (Diego Magafia, 1999), asi como intolerancia a la
glucosa e hiperinsulnemia (durante la hiperglucemia postprandial); ademas, el 60% de los
ratones silvestres en cautiverio desarrollan lipomas en un periodo de 4 a 6 meses después de

su captura (Carmona Castro, 2006).

Figura 7. Ratdn de los volcanes delgado (derecha) y obeso (izquierda). Del lado izquierdo se muestra una regla con una escala de
7.5cm.

2.5.2 El ratén de los volcanes y el ciclo de sueno-vigilia.

El Unico estudio electroencefalografico del suefio que se ha realizado con el ratén de los
volcanes es el del grupo de Ayala-Guerrero en 1998, quienes utilizando machos adultos con un
peso corporal de 75 a 85 g describieron cuatro estados de vigilancia (vigilia activa, vigilia
quieta, SOL y SMOR), los cuales mostraron los patrones electrofisioldgicos tipicos hallados en
otros mamiferos. Los periodos de suefio en el ratdn se encontraron distribuidos a lo largo del
ciclo nictemeral, por lo cual es un animal polifasico, encontrando que pasa el 64.5 + 9 % del
tiempo total de registro (24 h) en SOL (promedio + desviacion estandar) y el 7.6 + 1.3 % del

tiempo en SMOR, bajo condiciones de luz constante.

3. JUSTIFICACION.

La incidencia de obesidad en el mundo ha aumentado drasticamente en las ultimas décadas,
por lo cual es importante abordar esta problematica desde perspectivas distintas, y aunque en
la actualidad se han llevado a cabo multiples esfuerzos por dilucidar las causas relacionadas

con esta enfermedad, y que las terapias y tratamientos actuales ayudan a reducir algunas de
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las alteraciones vinculadas con la misma, el uso de una variedad mas amplia de modelos
biolégicos que permitan un estudio comparativo de este problema de salud podrian enriquecer
la comprension de los mecanismos fisiolégicos que lo originan. El ratéon de los volcanes
muestra una tendencia a desarrollar obesidad espontanea en cautiverio, por lo cual podria ser
un modelo util para estudiar la relacién que existe entre la obesidad y las funciones fisiolégicas

reguladas por el reloj, incluyendo los trastornos en el ciclo suefio-vigilia.

4. HIPOTESIS.
La obesidad induce trastornos en el sistema circadiano de regulacion metabdlica y en el ciclo
de sueno-vigilia, y a su vez estos trastornos pueden generar obesidad, por lo cual los ritmos
diarios de la concentracién plasmatica de leptina, insulina, triglicéridos, cortisol y glucosa seran
distintos en fase y en amplitud entre los ratones de los volcanes delgados y obesos, en estos
ultimos esperandose encontrar concentraciones mas elevadas en la mayoria de los parametros
plasmaticos.

En cuanto a la arquitectura del suefio, en un ciclo de 24 h los animales obesos podrian
mostrar un porcentaje menor de vigilia, un aumento en el SOL y posiblemente una disminucién

en el SMOR respecto a los ratones delgados.

5. OBJETIVOS.

5.1. Objetivo general.

Evaluar los ritmos diarios de varios parametros plasmaticos relacionados con el balance
energético, asi como las caracteristicas electrocorticograficas generales que definen el suefio,

entre animales adultos, obesos y delgados, del ratén de los volcanes Neotomodon alstoni.

5.2. Objetivos especificos.

a) Establecer e interpretar las diferencias en la amplitud y la acrofase de los perfiles diarios
de leptina, insulina, triglicéridos, cortisol y glucosa entre ratones adultos, obesos y
delgados, de ambos géneros.

b) Evaluar si existen diferencias en la arquitectura del ciclo suefio-vigilia mediante el analisis
de los porcentajes de los tres estados de vigilancia: vigilia, suefio de ondas lentas (SOL) y
suefio con movimientos oculares rapidos (SMOR), obtenidos mediante
electrocorticograma, entre machos adultos, obesos y delgados.

c) Discutir la posibilidad de proponer al raton de los volcanes como un modelo util para el

estudio de la obesidad y las funciones fisioldgicas reguladas de manera circadiana.
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6. METODOLOGIA.
En el siguiente esquema se describe de manera general la metodologia que se llevd a cabo

durante el desarrollo de este trabajo experimental, la cual se detalla en los siguientes parrafos.

Determinacion de los parametros Pruebas de tolerancia a la glucosa

plasmaticos Registros de suefio
n=13HD, 12 HOB |, 3 HOB II, 13 MD, 12 MOB. N=7HD, 4 HOBI, 4 HOB I, 7 MD, 7 MOB. n=5MD, 5 MOB.
Modificacién del horario Periodo de aclimatacion
de encendido de la luz, y (e 18-23°C*, Agua corriente y nutricubos (Rodent Lab Chow) ad fibitum*
periodo de aclimatacion LO 12:12* (06:00-18:00 h; 200-250 Ix)
(= 21 dias) (= 15 dias)

| | 1 |

Obtencién de sangre y

Obtencién de plasma sanguineo determinacion de glucemia Cirugia para el implante de
(4 muestras por II'IUl\-_’IdUO en distintas [5 muestras por individuo (1 basal con 4 h electrodos
horas del ciclo LO) de ayuno, y 4 cada 30 min durante 2 h),

durante la fotofase y escotofase]

1 1

Determinacion de la Periodo de recuperacion

concentracion plasmatica de leptina, (28 dias)

insulina, triglicéridos, l
cortisol y glucosa

Registro de sueio

(24 h)
|

Analisis de resultados

* Condiciones mantenidas durante todo el tiempo que durd el experimento.
Abreviaturas: HD: Hembras delgadas; HOB |: Hembras obesas; HOB Il: Hembras muy obesas; MD: Machos delgados; MOB:
Machos obesos.

6.1 Obtencidn, cuidado y mantenimiento de los animales.

En este trabajo se emplearon cincuenta y tres ratones adultos de la especie Neofomodon
alstoni, veintiocho hembras y veinticuatro machos, de los cuales el 40% de los individuos
nacieron en el Bioterio de la Facultad de Ciencias (BFC) y el 60% de ellos se capturaron en el
campo.

Los animales silvestres (SILV), unicamente adultos, fueron colectados en una zona de la
Sierra del Volcan Ajusco ubicada entre los kildmetros 48 y 51 de la Carretera Federal México-
Cuernavaca, cerca del poblado de Parres localizado 20 Km al sur de la Ciudad de México con

un intervalo altitudinal de 2440 a 4550 msnm. Los ratones fueron capturados mediante trampas
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tipo Sherman para roedores pequenos (27 x 10 x 7 cm) empleando como cebo hojuelas de
avena con crema de cacahuate, posteriormente fueron trasladados al BFC donde se
desparasitaron, sexaron y mantuvieron en condiciones de temperatura ambiental de 18 a 23°C
y en un ciclo de luz-oscuridad 12:12 (luz: 06:00-18:00 h; 200-250 Ix), alimentandose con
nutricubos Rodent Laboratory Chow 5001 (Purina Inc) y agua corriente ad libitum. Después de
un periodo cercano a seis meses, los ratones que se emplearian durante el trabajo
experimental se colocaron en cajas individuales, manteniéndose las condiciones ambientales y
de alimentacion anteriormente descritas. Este periodo en el cual los animales SILV
permanecieron en cautiverio permitié su aclimatacion en condiciones semejantes a las de los
ratones nacidos en el BFC (F1, descendientes de animales silvestres), con un intervalo de edad
de 13 a 15 meses.

Los cincuenta y tres ratones empleados durante este trabajo se dividieron conforme al
género y el peso corporal, de tal manera que se obtuvieron los siguientes grupos
experimentales: Hembras delgadas de 46 + 4 g (HD), machos delgados de 47 + 4 g (MD),
hembras obesas de 71 + 7 g (HOB 1), hembras muy obesas de 95 + 12 g (HOB Il), y machos
obesos de 71 + 8 g (MOB). Los animales de 60 g en adelante fueron considerados como
obesos de acuerdo con datos preliminares basados en el indice de Lee (Carmona en 2006), el

cual se establece mediante la siguiente férmula:

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

donde el peso corporal esta dado en gramos y la longitud naso anal en mm

Una vez separados por grupo, todos los animales se mantuvieron en las condiciones de
temperatura, fotoperiodo y alimentacion sefaladas anteriormente; sin embargo, durante el
transcurso del experimento se modificd el horario de encendido y apagado de la luz mediante
retrasos en el fotoperiodo, con la finalidad de determinar los cinco parametros plasmaticos
durante el ciclo nictemeral. Ademas, el peso de los animales fue monitoreado semanalmente

todo el tiempo que durd el trabajo experimental.

6.2 Analisis de los parametros plasmaticos.
La determinacion de la concentracion plasmatica de leptina, insulina, triglicéridos, cortisol y
glucosa se llevd a cabo mediante la toma de muestras de sangre en cuatro horas distintas del

ciclo nictemeral (al inicio del encendido de la luz, al inicio del apagado de la luz, a la mitad del
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periodo de luz y a la mitad del periodo de oscuridad). Las muestras en cada individuo se
obtuvieron con una separacion minima de cuatro dias entre ellas, y el periodo para la
sincronizacion de los animales en respuesta a la modificacion del encendido y apagado de la
luz fue minimo de 21 dias.

Los animales permanecieron en ayuno durante cuatro horas previas a la toma de muestras,
con el fin de descartar el efecto del tiempo de alimentacion en los perfiles diarios,
posteriormente se anestesiaron con isofluorano (Dorin, Halocarbon Labs, USA) para obtener
aproximadamente 840 ul de sangre por puncién en el seno retrorbital empleando tubos
capilares con heparina, los cuales se centrifugaron a 3500 rpm durante 5 min para obtener
finalmente un volumen de plasma aproximado de 360 pl, el cual se extrajo de los capilares
empleando una jeringa Hamilton de 100 pl. El plasma obtenido de cada toma por individuo se
almacenod en tubos eppendorf por separado, con el fin de analizar los parametros en tiempos
distintos y no afectar los resultados arrojados por el deterioro de las muestras debido a la
congelacion y la descongelacion; todas las muestras de plasma se almacenaron a -70°C hasta
el momento de su analisis.

La concentracién plasmatica de glucosa vy triglicéridos se determiné empleando un ensayo
enzimatico-colorimétrico con los kits Spinreact Glucose-LQ y Spinreact Triglycerides-LQ
(Spinreact, S.A.U., Espafa) y leyendo la absorbancia a 500 nm mediante el uso de un
espectrofotémetro (Termo Spectronic 4001/4, USA).

Por otra parte, las concentraciones de leptina, insulina y cortisol fueron determinadas
mediante ensayos de ELISA, utilizando los kits Leptin ELISA, Ultra Sensitive Mouse Insulin
ELISA (Cristal Chem Inc) y Cortisol ELISA Kit (Calbiotech Inc.), respectivamente. La
absorbancia de los ensayos de leptina e insulina se leyd mediante un lector de microplacas
(Spectramax 190, Mol. Devices, USA) en un intervalo a 450 nm, con correccién por

absorbancia a 630 nm, mientras que la absorbancia de cortisol se leyé a 450 nm.

6.3 Pruebas de tolerancia a la glucosa (PTG).

Las pruebas de tolerancia a la glucosa se llevaron a cabo después de la obtencion de muestras
para la determinacién de los parametros plasmaticos, empleando 7 HD de 44 + 2 g, 7 MD de 47
+29g,4HOB Il de73+2g,4HOB Il de 92 £+ 3y 7 MOB de 71 + 1 g, de los cuales se
obtuvieron muestras de sangre tanto a la mitad de la fotofase como de la escotofase. Para ello,
tras un periodo de ayuno de 4 horas, los animales fueron anestesiados con isofluorano
(dosis/efecto) y mediante la puncion del seno retrorbital se obtuvo una muestra de sangre de 35

Ml en tubos capilares con heparina, para determinar la concentraciéon basal de glucosa (tiempo
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cero) mediante el uso de tiras reactivas y un glucoémetro (Accutrend GCT, Roche Diagnostics).
Posteriormente, se les inyectd una solucion de glucosa al 50% (2.5 g/kg, via intraperitoneal) y a
cada individuo se le tomé una muestra de sangre de aproximadamente 35 pl cada 30 min
durante las siguientes 2 h (30, 60, 90 y 120 min) para obtener las curvas de tolerancia a la

glucosa.

6.4 Registros de suefio.

Para el analisis electocorticografico del suefio en el raton de los volcanes, se emplearon cinco
machos adultos delgados de 47 + 2 g y cinco machos adultos obesos de 72 £ 2 g. Los animales
fueron anestesiados empleando una mezcla de Xilacina (10 mg/kg, via intraperitoneal) y
Ketamina (30 mg/kg, via intramuscular), asi como isofluorano inhalado y anestesia local
(Lidocaina). Posteriormente se implantaron electrodos bipolares de acero inoxidable en la
corteza occipital izquierda (en un cuadrante de 2 mm con respecto a Lambda y a Bregma) para
registrar el electrocorticograma (ECG), y dos electrodos flexibles de acero inoxidable en los
musculos dorsales del cuello para el registro del electromiograma (EMG). Después de haber
sido implantados los electrodos se fijaron al craneo con acrilico dental y, s6lo en caso
necesario, se suturo la piel de los animales.

Los ratones implantados estuvieron en recuperacion por lo menos 8 dias, posteriormente
pasaron por un periodo breve de habituacion en una camara sonoamortiguada y faradizada
colocados de manera individual en un acuario de vidrio (60 x 47 x 50 cm), donde tenian libertad
de movimiento y disponibilidad de agua y alimento ad libitum, bajo condiciones de LO 12:12
(luz: 06:00-18:00 h). Los registros de suefio se mantuvieron durante 24 horas continuas, en
relacion con el encendido de la luz, conectando los electrodos por medio de cables flexibles a
dos amplificadores ISODAMS8A de WPI. Las sefiales eléctricas se capturaron en segmentos de
10 minutos (200 muestreos por segundo) mediante una tarjeta de adquisicion de datos (MP100,
BIOPAC,) y una computadora de escritorio. La sefal fue visualizada y capturada mediante el
paquete Acgknowledge 3.8.1 de BIOPAC.

6.5 Analisis estadistico de los datos.

Los datos de los perfiles diarios de leptina, insulina, triglicéridos, cortisol y glucosa, fueron
ordenados y graficados mediante el programa Microsoft Excel 2007, obteniendo el promedio, la
desviacion estandar y el error estandar de las cuatro horas de muestreo en los cinco grupos
experimentales. Ademas, mediante el programa de estadistica STATGRAPHICS Centurion XVI

v. 16.1.05 se llevaron a cabo diversas pruebas de ANOVA de una via para comparar las
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concentraciones de los cinco parametros plasmaticos en los cuatro horarios del perfil diario por
grupo, asi como las concentraciones de los parametros en los distintos grupos experimentales
a la misma hora de muestreo. Todos los resultados se contrastaron utilizando una prueba de
Tukey (p<0.05). Asimismo, los datos fueron tratados con un analisis de Cosinor (mediante el
programa COSANA, desarrollado por la Dra. Ana Benedicto Silva, del grupo multidisciplinario
de desarrollo de ritmos biolégicos (ICB/USP, Brasil) tomando en cuenta un periodo de 24 h
(correspondientes a las 12 h de luz y 12 h de oscuridad) para la evaluacién de los parametros
cronobioldgicos de acrofase, amplitud y porcentaje de ajuste por Cosinor.

Los datos obtenidos de la prueba de tolerancia a la glucosa fueron graficados mediante el
programa Microsoft Excel 2007. En los cinco grupos, se determiné la capacidad de asimilar la
glucosa inyectada calculando el area bajo la curva mediante el programa OriginPro v. 7.0.

Los resultados de los registros de suefio se analizaron tomando en cuenta épocas de 10
segundos mediante el programa Acgknowledge 3.8.1 de BIOPAC, identificandose de manera
visual los siguientes estados de vigilancia: vigilia, suefio de ondas lentas (SOL), sueio con
movimientos oculares rapidos (SMOR). La duracion y la frecuencia de estos tres estados se
analizaron mediante el programa Estadsue (elaborado por Miguel Angel Guevara de la
Universidad Auténoma de Guadalajara en 1997). Ademas, mediante el programa de estadistica
STATGRAPHICS Centurion XVI v. 16.1.05 se llevaron a cabo diversas pruebas de ANOVA, de
una y dos vias, para comparar los porcentajes de vigilancia en ambos grupos de ratones, cada

2h,12 hy 24 h. Todos los resultados se contrastaron utilizando una prueba de Tukey (p<0.05).

7. RESULTADOS.

7.1 Analisis de los parametros plasmaticos.

Al llevar a cabo el analisis de las concentraciones plasmaticas de los distintos parametros, se
hallaron variaciones diarias en la mayoria de ellos, asi como una tendencia en la cual los
ratones obesos (especialmente las hembras) presentaron las concentraciones mas elevadas de
leptina, insulina, triglicéridos y glucosa, pero no de cortisol.

Las concentraciones promedio maximas y minimas de los cinco parametros se encontraron
en horas diferentes para los perfiles resultantes sin y con el ajuste de Cosinor. En la Tabla 1 se
muestran estos valores, con su respectivo error estandar, para los perfiles no ajustados de
leptina, insulina, triglicéridos, cortisol y glucosa. Asimismo, de la Figura 9 a la 13 se muestran
los valores de acrofase promedio (x EE) de los perfiles individuales ajustados por Cosinor. Los
perfiles diarios de leptina, insulina, triglicéridos y glucosa, tuvieron en casi todos los grupos

(excepto en las HOB II) su maxima concentracion durante la fase luminosa; mientras que en los
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perfiles diarios de cortisol la acrofase se encontré durante el inicio de la fase oscura en todos

los grupos.

triglicéridos, cortisol y glucosa en el ratéon de los volcanes.

Tabla No. 1

Concentraciones promedio maximas y minimas (*EE) para los perfiles diarios de leptina, insulina,

Machos Hembras
i zT 3y zT @ zT ! zT
Delgados | 0.45+0.13% 06 | 0.17+0.04% | 00 | 044+0.18% | 18 | 0.24+0.09% | 00
Leptina (ng/ml)
Obesos| | 168+042" | 06 | 091:026™ | 18 | 265:070" | 06 | 1.34:051" | 12
Delgados | 1.09+028* | 06 | 033+006° | 18 | 08540222 | 12 | 05640297 | 00
Insulina (ng/ml) Obesos | 1.60 £ 0.42 06 0.82 + 0,19A 00 2.18 + 0.592 06 0.91+0.212 00
Obesos |l — — — — | 614167 | 18 | 268+1.05" | 00
Delgados 117 + 20% 12 34 +5° 00 113+ 25 12 36+ 6*° 00
Triglicéridos (mg/dl) Obesos | 134 £ 22 06 73 + zoA 00 169 + 41 12 60 + 11%8 00
Obesos I — — — — 221453 18 148 + 27" 12
Delgados 71+ 8% 18 22+1 06 99 + 11 18 28 + 2% 06
Cortisol (ng/ml)
Obesos | 49 +6* 18 23+ 1 06 85+ 18 18 24 £1%* 06
Delgados 115+ 11% 18 7714 00 98+ 10 12 72+ 6% 00
Glucosa (mg/dl) Obesos | 111 £ 11 12 %7 06 140 + 29 12 82+6 00
Obesos I _ —_ —_ —_ 118 +19 18 91+13 06

Los valores de las concentraciones plasmaticas se expresan como el promedio + el error estandar

{+ = Concentracién mas elevada; & = Concentracion mas baja; ZT = tiempo del zeitgeber; * = diferencias entre la concentracion
maxima y minima en cada parametro dentro de un mismo grupo (p<0.05); a vs A = diferencias entre las concentraciones maximas
y minimas en el mismo parametro y mismo género, pero en animales con distinta condicion de peso (p<0.05).

Como se muestra en la Tabla 2, la mayoria de los perfiles promedio por grupo se ajustaron

al modelo de Cosinor, tanto en los animales delgados como obesos. Ademas, el porcentaje de

ratones cuyos perfiles diarios se ajustaron por Cosinor, fue distinto para cada grupo y

parametros analizados (Figura 8).
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Tabla No. 2
Valores obtenidos del ajuste por Cosinor para los perfiles promedio de leptina, insulina,

triglicéridos, cortisol y glucosa en el raton de los volcanes

Machos Hembras
. % de . % de
Amplitud ajuste Valor de p | Amplitud ajuste Valor de p
Leptina Delgados 0.1 47 0.207 0.1 27 0.462
(ng/mi) Obesos | 0.4 78 0.022* 0.6 67 0.064
Delgados 04 99 0* 0.2 97 0*
Insulina *
(ng/ml) Obesos | 0.3 47 0.210 0.8 97 0
Obesos I 2.2 99 0*
Delgados 44.2 91 0.003* 438 95 0*
Triglicéridos * *
(ma/dl) Obesos | 33.4 92 0.002 64.3 96 0
Obesos I 18.5 20 0.569
Cortisol Delgados 27.3 99 0* 40.8 100 0*
(ng/ml) Obesos | 15 99 0* 38.5 100 0*
Delgados 12.8 44 0.236 13.5 82 0.013*
Glucosa * *
(mg/dI) Obesos | 8.4 84 0.010 31.2 96 0
Obesos I 13.9 98 0*

Los valores mostrados corresponden a las curvas promedio de los perfiles diarios con el ajuste por Cosinor, en los distintos grupos
de ratones estudiados. Las estrellas sefialan los perfiles que tuvieron un ajuste significativo (p<0.05).

OHD O HOBI EmHOBII BMD EMOB

100% i
90% |

80% e
70% | \ ~
60%
50% | 1|
40% |
30% |

20% -

T S e

10%

Porcentaje de ratones con perfiles ajustados por cosinor

A )

0% =l IS e =] - . -
Leptina Insulina Triglicéridos Cortisol Glucosa

Figura 8. Porcentaje de ratones por grupo que tuvieron perfiles diarios con un ajuste significativo mediante Cosinor (p<0.05). No
existen datos para el grupo de las HOB |l en los perfiles diarios de leptina y de cortisol.
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7.1.1 Perfiles diarios en la concentracion de leptina.

Las Figuras 9 A y 9 B muestran que los animales obesos de ambos géneros presentaron las
concentraciones de leptina mas elevadas en todos los horarios en los cuales se obtuvieron las
muestras de plasma, esto ademas en relacion con su peso corporal (Figura 9 C). Las HOB |
tendieron a presentar niveles de leptina mas elevados respecto a los MOB, aunque no se
encontraron diferencias entre estos grupos.

El perfil promedio sin ajuste de las HOB | fue distinto al de las HD, pues se encontraron
diferencias en tres de los cuatro horarios de muestreo (a las 00, 06 y 18 h), como se muestra
en la Figura 9A; asimismo, las concentraciones maximas y minimas de leptina fueron distintas
entre estos grupos, aunque se encontraron en distinta fase, pues en las HD el pico de leptina
se presenté al inicio de la fase oscura y en las HOB | al inicio de la fotofase, mientras que la
concentracion mas baja se encontr6 a la medianoche y al mediodia en las HD y HOB |,
respectivamente (Tabla 1). Respecto a los machos, aunque los MOB tuvieron concentraciones
de leptina mas altas que los MD, entre estos grupos sélo se encontraron diferencias al inicio de
la fase luminosa (06 h), correspondiente a la acrofase de los perfiles sin ajuste para ambos
grupos (Tabla 1 y Figura 9B). Asimismo, las concentraciones mas bajas de leptina fueron
diferentes entre estos grupos, aunque se encontraron en fases distintas (a las 00 hy 18 h para
los MD y los MOB, respectivamente).

Las comparaciones por género de los perfiles diarios no mostraron diferencias entre las HD
y los MD, ni entre las HOB | y los MOB.

Respecto a las acrofases (Figura 9 D), los perfiles promedio sin el ajuste por Cosinor
presentaron el pico de leptina al inicio de la fase de luz en los MD (0.45 + 0.13 ng/ml) y en
ambos grupos de ratones obesos (1.68 £ 0.42 ng/ml y 2.65 + 0.70 ng/ml, para los machos y las
hembras respectivamente), mientras que en las HD la acrofase se encontré al inicio de la
escotofase (0.44 £ 0.18 ng/ml). Sin embargo, la acrofase correspondiente al promedio de los
ajustes individuales de leptina se encontr6 en la fotofase en los dos grupos de ratones
delgados (~3 h antes del inicio de la oscuridad en las hembras y cerca del medio dia en los
machos) y en los MOB (al inicio de la luz), mientras que en las HOB | el pico se hallé ~1 h antes
del encendido de la luz. Sélo se encontraron diferencias en las acrofases correspondientes al
promedio de los ajustes individuales de leptina, entre el grupo de las HD y el de las HOB |
(Figura 9D).

El perfil promedio de leptina para el grupo de los MOB fue el unico que se ajusté al modelo
de Cosinor (Tabla 2); asimismo, el porcentaje de ratones delgados de ambos géneros cuyos

perfiles se ajustaron por Cosinor fue menor en relacién con el de los animales obesos de
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ambos géneros, siendo el 20% y el 80%, respectivamente (Figura 8). Sin embargo, al

considerar los valores promedio obtenidos de los perfiles sin ajuste, no se encontraron

diferencias entre el valor mas alto y mas bajo en ninguno de los grupos (Tabla 1).

A B
I .00 I S, 000
4.0 4.0
* * *
35 - . . 35 t
) 1
. 3.0 : : 30
E = B E
5 25| 1- ) 11- ) B 25
T 204 m " '-.\ - .- 'i Il - . ® 2.0 T ;
£ [ ~1 " P RN o £
2154 * s S S * 1~ B 15 . e T
k3 H i i 3 il - T
1 - ‘ ~L =
1.0 ! i 101 @ S b é $-_d
1 -9 L Ty
05 - . N 05 * ; *
e At S B . i T
0.0 + 00 - : ;
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 18
Tiempo (h) Tiempo (h)
C D
OHD EHOBI OMD @MOB  y=0.0729x-2.9446
B RY=0.5582
5 m
00 06 12 18 00
%4
E 3 < HD v bl - *
g g HOBI ——
E‘ 2 % MD . O 4
MOB o
1
0
0 20 100

Peso corporal (g)

Figura 9. Perfiles diarios de leptina en los animales delgados y obesos, hembras (A) y machos (B). Los simbolos muestran los
valores promedio obtenidos de los perfiles sin ajuste (+ EE), las lineas punteadas corresponden al perfil promedio del ajuste por
Cosinor. La barra superior en cada grafica indica el ciclo de luz y oscuridad; las estrellas muestran las diferencias halladas entre las
HD y las HOB |, y la cruz entre los MD y los MOB (p<0.05). La figura C corresponde a la concentracion maxima de leptina en los
perfiles diarios sin ajuste, en relacién con el peso corporal; nétese como los animales obesos de ambos géneros muestran mayores
concentraciones de esta hormona. En la figura D se observan las acrofases promedio (+ EE) de los perfiles individuales ajustados
de leptina; en el costado izquierdo se sefialan los grupos estudiados, el asterisco indica diferencias significativas (p<0.05). HD
(cuadrados blancos); HOB | (cuadrados grises); MD (circulos blancos) y MOB (circulos grises).

7.1.2 Perfiles diarios en la concentracion de insulina.
Las Figuras 10 A y 10 B muestran que los animales obesos de ambos géneros tuvieron las
concentraciones de insulina mas elevadas, esto ademas en relacion con su peso corporal
(Figura 10 C). Las hembras HOB | tendieron a presentar valores mas altos que los MOB,
aunque no se encontraron diferencias entre estos grupos, mientras que las HOB Il tuvieron las
concentraciones de insulina mas elevadas de todos los grupos.

El perfil promedio sin ajuste de las HOB | no fue significativamente distinto respecto al de las
HD, mientras que el perfil de las HOB Il presenté diferencias en las cuatro horas muestreadas

en relacién con las HD, y en tres horas respecto a las HOB | (00 h, 12 h y 18 h), como se
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muestra en la Figura 10 A. Asimismo, se hallaron diferencias en las concentraciones maximas y
minimas de las HOB Il, respecto a los otros dos grupos de hembras; las concentraciones
maximas se encontraron en horas distintas entre los tres grupos (al mediodia en las HD, al
inicio de la fotofase en las HOB |, y al inicio de la escotofase en las HOB II), mientras que las
concentraciones minimas se presentaron a la mitad de la fase oscura, 00 h, en los tres grupos
de hembras (Tabla 1).

En lo que respecta a los machos, al comparar el perfil promedio sin ajuste de los MD vy los
MOB no se encontraron diferencias en ninguna hora de muestreo (figura 10 B). Las
concentraciones mas altas en ambos grupos se presentaron al inicio de la fase luminosa (06 h),
aunque no hubo diferencias entre ellos, mientras que las concentraciones mas bajas se
encontraron a las 18 h y 00 h para los animales delgados y obesos, respectivamente, siendo
diferentes entre los dos grupos (Tabla 1).

Las comparaciones por género de los perfiles diarios sin ajuste no mostraron diferencias
entre las HD y los MD, ni entre las HOB | y los MOB, pero si entre los MOB y las HOB I, ya que
fueron distintos en tres de las cuatro horas de muestreo (00 h, 06 h y 18 h), presentandose las
concentraciones mayores de insulina en las HOB II.

En cuanto a las acrofases (Figura 10 D), los perfiles promedio sin el ajuste de Cosinor
presentaron las concentraciones mas elevadas de insulina al inicio de la fase de luz en los MD
(1.09 + 0.28 ng/ml) y en los MOB y HOB | (1.60 + 0.42 ng/ml y 2.18 £ 0.59 ng/ml,
respectivamente), mientras que en las HD se encontré al medidodia (0.85 + 0.22 ng/ml) y en
las HOB Il al inicio de la oscuridad (6.14 + 1.67 ng/ml). Sin embargo, la acrofase
correspondiente al promedio de los ajustes individuales de insulina se encontré en la fotofase
en todos los grupos: ~1, 3 y 4 h después del encendido de la luz en los MD, HOB | y MOB,
respectivamente, y dos horas después del mediodia en las HD y las HOB II.

Los perfiles promedio de casi todos los grupos se ajustaron al modelo de Cosinor, excepto el
de los MOB (Tabla 2); aunque, en este ultimo grupo se encontré el porcentaje mas alto de
individuos cuyos perfiles se ajustaron por Cosinor, superior al 80% (Figura 8). Sin embargo, al
considerar los valores promedio obtenidos de los perfiles sin ajuste, Unicamente se encontraron

diferencias entre el valor mas alto y mas bajo en el grupo de los MD (Tabla 1).
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Figura 10. Perfiles diarios de insulina de los animales delgados y obesos, hembras (A) y machos (B). Los simbolos muestran los
valores promedio obtenidos de los perfiles sin ajuste (+ EE), las lineas punteadas corresponden al perfil promedio del ajuste por
Cosinor. La barra superior en cada grafica indica el ciclo de luz y oscuridad; las flechas blancas muestran las diferencias halladas
entre las HD y las HOB I, y las flechas negras entre las HOB | y las HOB Il (p<0.05). La figura C corresponde a la concentraciéon
maxima de insulina en los perfiles diarios sin ajuste, en relacién con el peso corporal; nétese como los animales obesos de ambos
géneros muestran mayores concentraciones de esta hormona. En la figura D se observan las acrofases promedio (+ EE) de los
perfiles individuales ajustados de insulina; en el costado izquierdo se sefialan los grupos estudiados. HD (cuadrados blancos); HOB
| (cuadrados grises); HOB |l (cuadrados negros); MD (circulos blancos) y MOB (circulos grises).

7.1.3 Perfiles diarios en la concentracion de triglicéridos.
Las Figuras 11 A y 11 B muestran que los animales obesos de ambos géneros tendieron a
presentar los niveles de ftriglicéridos mas elevados en casi todas las horas de muestreo,
aunque no se observo una correlacion clara entre estos niveles y el peso corporal (Figura 11
C). Las HOB | tuvieron valores mas altos que los MOB, aunque no se encontraron diferencias
entre estos grupos, mientras que las HOB Il tuvieron las concentraciones de triglicéridos mas
elevadas de todos los grupos.

El perfil promedio sin ajuste de las HOB | no fue significativamente distinto respecto al de las
HD, aunque estos dos grupos si lo fueron en relacion al de las HOB I, encontrandose

diferencias a las 00 h y a las 18 h (Figura 11 A). Asimismo, se hallaron diferencias en las
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concentraciones minimas de las HOB Il respecto a las HD y las HOB |, aunque en las HOB Il
estos niveles se encontraron al mediodia y en los otros dos grupos a la medianoche (Tabla 1).

En lo que concierne a los machos, al comparar el perfil de los MD con el de los MOB, sélo
se encontraron diferencias a la medianoche (00 h), fase en la cual se encontraron las
concentraciones mas bajas para ambos grupos (Figura 11 By Tabla 1).

Las comparaciones por género de los perfiles diarios no mostraron diferencias entre las HD
respecto a los MD, entre las HOB | y los MOB, ni entre las HOB |l y los MOB.

En cuanto a las acrofases (Figura 11 D), los perfiles promedio sin el ajuste por Cosinor
mostraron el pico de triglicéridos al mediodia en los MD (117 + 20 mg/dl), en las HD y en las
HOB | (113 £ 25 mg/dl y 169 * 41 mg/dl, respectivamente), mientras que en los MOB se
encontro al inicio de la fotofase (134 £ 22 mg/dl) y en las HOB Il al inicio de la escotofase (221
+ 53 mg/dl). Sin embargo, la acrofase correspondiente al promedio de los ajustes individuales
de triglicéridos se encontro en la fase de luminosa para todos los grupos: ~3 y 2 h antes del
mediodia, en los MOB y HOB |l respectivamente, y ~1 h en las HD, HOB | y MD.

Los perfiles promedio de casi todos los grupos se ajustaron al modelo de Cosinor, excepto el
de las HOB Il (Tabla 2); sin embargo, en la mayoria de los grupos el 60% o mas de los
individuos presentaron un ajuste significativo segun Cosinor (Figura 8), excepto el de los MOB.
No obstante, al considerar los valores promedio de los perfiles sin ajuste, unicamente se
encontraron diferencias entre las concentraciones mas altas (al mediodia) y mas bajas (a la

medianoche) en ambos grupos de ratones delgados y en las HOB | (Tabla 1).

36



I 4 a0
5o @_:*:VI 0

250 250
T =
[=:} T r =
2 200 S E g 200
@ T ™ i, s -4
S 150 - % P . 3 150
(= . % = == _————
g 100 S ATV F 5N B b N N
5 - 5 . O B : &1
- 50 é; i “I‘\__ i,”,’ B = - .,"’ b g

B B T a! & vage
0 1] .
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 18
Tiempo (h) Tiempo (h)
Cc D
OHD mHOBI ©MD @ MOB mHOBII y=2.6351x-23.969
600 RY=0.1665
]

:500 [11] 06 12 18 0o
-
=) w HD —0—
E 400 - é HOBI i
£ 300 ® . § HOBII . ™
L MD
E o E MOB —
E,J]D O
=

Peso corporal (g)

Figura 11. Perfiles diarios de triglicéridos en los animales delgados y obesos, hembras (A) y machos (B). Los simbolos muestran
los valores promedio obtenidos de los perfiles sin ajuste (+ EE), mientras que las lineas punteadas corresponden al perfil promedio
del ajuste por Cosinor. La barra superior en cada grafica indica el ciclo de luz y oscuridad; las flechas blancas muestran las
diferencias halladas entre las HD y las HOB |I, las flechas negras entre las HOB | y las HOB I, y la cruz entre los MD y los MOB
(p<0.05). La figura C corresponde a la concentracion maxima de triglicéridos en los perfiles diarios sin ajuste, en relacion con el
peso corporal. En la figura D se observan las acrofases promedio (+ EE) de los perfiles individuales ajustados de triglicéridos; en el
costado izquierdo se sefalan los grupos estudiados. HD (cuadrados blancos); HOB | (cuadrados grises); HOB Il (cuadrados
negros); MD (circulos blancos) y MOB (circulos grises).

7.1.4 Perfiles diarios en la concentracion de cortisol.
Las Figuras 12 A y 12 B muestran que los animales delgados de ambos géneros tendieron a
presentar los niveles de cortisol mas elevados en casi todas las horas muestreadas, aunque no
se observa una correlacion clara entre estos niveles y el peso corporal (Figura 12 C). Las HD
tuvieron concentraciones mas altas que los MD, aunque so6lo se encontraron diferencias entre
estos grupos a las 06 h (inicio de la escotofase). No hubo diferencias en el perfil promedio sin
ajuste entre las HD y las HOB |, entre los MD y los MOB, ni entre las HOB | y los MOB.
Respecto a las acrofases (Figura 12 D), los perfiles promedio sin el ajuste por Cosinor
presentaron las concentraciones mas elevadas de cortisol al inicio de |la fase oscura para todos
los grupos, HD: 99 + 11 ng/ml; HOB I: 85 £ 18 ng/ml; MD: 71 £ 8 ng/ml y MOB: 49 + 6 ng/ml; sin

embargo, en todos los grupos, la acrofase correspondiente al promedio de los ajustes
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individuales de cortisol se encontrd en horas distintas después del apagado de la luz: ~1 h en
los MOB, ~1 h con 30 min en ambos grupos de ratones delgados, y ~2 h en las HOB |.

Los perfiles promedio de todos los grupos se ajustaron al modelo de Cosinor, (Tabla 2);
asimismo, el 100% de los individuos tuvieron perfiles con un ajuste significativo en la mayoria
de los grupos estudiados, excepto en el de los MOB que tuvo un 80% (Figura 8). Ademas,
conforme a los perfiles promedio sin ajuste, se encontraron diferencias entre las
concentraciones mas altas (al inicio de la oscuridad) y mas bajas (al inicio de la fotofase) para

todos los grupos (Tabla 1).

A B
I Sl 00000 I .. 0000
120 120
100 - 100
= ,’I -~ 2 i
T 80 + i ‘h E 80
B W ,‘a 1 ¥ Fardl) B .
£ W ’ f’ 1 % rr L £ o M 7
3 0N \ s o fs. &
S 40 N g 5 & 5 40 Iy
(%] LN -y &i 7 Q “ o R e
" B B A A .-"4 N _,/i’
20 20 Ro e, S
o] 0
00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 18 00 06 12 18
Tiempo (h) Tiempo (h)
c D
y=-0.6617x+113.54
OHD EHOBI OMD ®MOB R?=0.0467
180
-]
180 00 06 12 18 00
140 o HD )
=12 . & [ omi o
% 120 - E
£ 100 0® o g WD i
8 80 \r.\. - -
£ oo
8 60 i (m} [e]) ® " ]
40 e 4
20
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Peso corporal (g)

Figura 12. Perfiles diarios de cortisol en los animales delgados y obesos, hembras (A) y machos (B). Los simbolos muestran los
valores promedio obtenidos de los perfiles sin ajuste (+ EE), mientras que las lineas punteadas corresponden al perfil promedio del
ajuste por Cosinor. La barra superior en cada grafica indica el ciclo de luz y oscuridad. La figura C corresponde a la concentracion
maxima de cortisol en los perfiles diarios sin ajuste, en relacién con el peso corporal, nétese que los animales delgados de ambos
géneros tuvieron concentraciones mayores de esta hormona. En la figura D se observan las acrofases promedio (+ EE) de los
perfiles individuales ajustados de cortisol; en el costado izquierdo se sefialan los grupos estudiados. HD (cuadrados blancos); HOB
| (cuadrados grises); MD (circulos blancos) y MOB (circulos grises).
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7.1.5 Perfiles diarios en la concentracion de glucosa.

Las Figuras 13 A, 13 B y 13 C muestran que no existe una diferencia clara entre los perfiles
diarios de glucosa en los distintos grupos, ni entre las concentraciones de ésta en relacion con
el peso corporal. Los animales obesos de ambos géneros presentaron niveles de glucosa
similares respecto a los delgados, y aunque en algunas horas de muestreo los ratones obesos
tendieron a presentar concentraciones mas elevadas, no se encontraron diferencias entre los
grupos.

En cuanto a las acrofases (Figura 13 D), los perfiles promedio sin el ajuste por Cosinor
muestran el pico de glucosa al mediodia en los MOB (111 = 11 mg/dl), en las HD y en las HOB
I (98 £ 10 mg/dl y 140 + 29 mg/dI, respectivamente), y al inicio de la oscuridad en los MD y en
las HOB Il (115 £ 11 mg/dl y 118 + 19 mg/dl, respectivamente). Sin embargo, la acrofase
correspondiente al promedio de los ajustes individuales de glucosa se encontré en horas
distintas, pero después del mediodia en todos los grupos: ~15 min en las HOB I, ~1 h con 30
min en los MD y los MOB, y ~2 horas con 30 min en las HOB |I.

Las comparaciones por género de los perfiles diarios no mostraron diferencias entre las HD
respecto a los MD, ni entre las HOB | y los MOB.

Los perfiles promedio de casi todos los grupos se ajustaron al modelo de Cosinor, excepto el
de los MD (Tabla 2), sin embargo en este grupo el porcentaje de individuos con perfiles
ajustados fue superior (46%) respecto al de las HOB Il (33%), mientras que en los otros tres
grupos mas del 55% de los individuos tuvieron perfiles con ajuste significativo segun Cosinor
(Figura 8). No obstante, al considerar los valores promedio obtenidos de los perfiles sin ajuste,
unicamente se encontraron diferencias entre el valor mas alto y mas bajo en ambos grupos de

ratones delgados (Tabla 1).
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Figura 13. Perfiles diarios de glucosa en los animales delgados y obesos, hembras (A) y machos (B). Los simbolos muestran los
valores promedio obtenidos de los perfiles sin ajuste (+ EE), las lineas punteadas corresponden al perfil promedio del ajuste de
Cosinor. La barra superior en cada grafica indica el ciclo de luz y oscuridad. La figura C corresponde a la concentracion maxima de
glucosa en los perfiles diarios sin ajuste, en relacién con el peso corporal. En la figura D se observan las acrofases promedio (+ EE)
de los perfiles individuales ajustados de glucosa; en el costado izquierdo se sefialan los grupos estudiados. HD (cuadrados
blancos); HOB | (cuadrados grises); HOB Il (cuadrados negros); MD (circulos blancos) y MOB (circulos grises).

7.2 Pruebas de tolerancia a la glucosa (PTG).

7.2.1 PTG en fases opuestas del ciclo de luz-oscuridad.

La Figura 14 muestra las curvas resultantes de las PTG en los grupos estudiados, al mediodia
y a la medianoche.

Las Figuras 14 A y 14 B muestran que, después de la inyeccién de glucosa, la glucemia en
los ratones delgados de ambos géneros aumentd mas en la fase de oscuridad respecto a la
fase de luz, presentandose diferencias soélo en las HD a los 30 min, posteriormente la glucemia
disminuyd paulatinamente durante la siguiente hora y media hasta alcanzar casi los niveles
basales. La misma prueba realizada al mediodia mostré un comportamiento similar al
observado a la medianoche, sin embargo la glucosa en sangre no aumenté tanto tras la
inyeccion de glucosa, disminuyé a los 60 min y se mantuvo hasta finalizar la prueba.

Los valores promedio de las areas bajo la curva en unidades relativas (UR) fueron de 4410 +
606 UR y 7410 + 868 UR en las HD, y de 9032 + 2616 UR y 8106 + 2480 UR en los MD, al
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mediodia y a la medianoche, respectivamente en los dos grupos. Asi, el area bajo la curva a la
medianoche fue mayor que al mediodia en las hembras, y ocurri6 de manera inversa en los
machos; sin embargo, estas diferencias fueron significativas soélo en las hembras (Figura 16).

En las HOB |, no hubo diferencias entre horarios (Figura 14 C), sin embargo puede
observarse una tendencia en la cual, después de la inyeccién de glucosa, la glucemia fue
mayor a la medianoche, y al finalizar la prueba ésta no regresé a sus niveles basales; al
mediodia, posterior a la inyeccidn, la glucemia permanecié elevada todo el tiempo que durd la
prueba. No hubo diferencias entre los valores promedio del area bajo la curva en las HOB | en
los dos horarios (10270 + 2354 y 10849 + 1320 UR, en la mitad de la fotofase y de la
escotofase, respectivamente).

En lo que concierne al grupo de las HOB Il y de los MOB (Figuras 14 D y 14 E), la glucemia
fue mayor en la prueba realizada al mediodia, aunque so6lo se encontraron diferencias
significativas en la glucemia basal en las HOB Il, y a los 60 min después de la administracion
de glucosa en los MOB. Al finalizar la prueba, los ratones no lograron alcanzar su glucemia
basal en ninguna de las fases. Los valores promedio del area bajo la curva, fueron mayores al
mediodia en comparacién con la medianoche, aunque no se encontraron diferencias entre ellos
(HOB 11: 22819 + 5463 UR y 13433 + 2108 UR; MOB: 17443 + 4738 UR y 7303 + 949 UR, a la

mitad del dia y de la noche, respectivamente).
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Figura 14. Curvas de las PTG en los ratones de los volcanes delgados y obesos de ambos géneros, durante el mediodia y la
medianoche. Los simbolos muestran los valores promedio por grupo (xEE); las curvas con las lineas punteadas y simbolos negros
corresponden a las pruebas realizadas en la fase de oscuridad, mientras que las curvas con las lineas continuas y los simbolos
blancos corresponden a la fase de luz. A: HD (cuadrados); B: MD (circulos); C: HOB | (rombos); D: HOB Il (triangulos); E: MOB
(cruces). El asterisco sefiala las diferencias significativas entre las dos fases en un mismo grupo (p<0.05).
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7.2.2 PTG en la misma fase del ciclo de luz-oscuridad.

La Figura 15 muestra las curvas resultantes de las pruebas de tolerancia a la glucosa en los
ratones delgados y obesos, tanto hembras (A y B) como machos (C y D), en la misma fase del
ciclo luz-oscuridad, al mediodia (A'y C) o a la medianoche (B y D).

Como muestra la Figura 15 A, no se encontraron diferencias entre las concentraciones
basales de glucosa en los tres grupos de hembras estudiados al mediodia (como también
puede observarse en los perfiles diarios de glucosa, Figura 13), sin embargo, después de la
inyeccion de glucosa el grupo de las HOB Il tuvo las concentraciones de glucosa mas elevadas,
seguido por el grupo de las HOB | y finalmente por el de las HD, encontrandose diferencias
desde los 30 hasta los 120 min entre las HD y las HOB I, y a los 60 min entre las HOB | y las
HOB II. Ademas, aunque ninguno de los tres grupos logré alcanzar el valor basal de glucemia
al finalizar el tiempo de la prueba, las HOB | y las HOB Il todavia mantuvieron concentraciones
de glucosa notoriamente elevadas.

En las hembras, las curvas de las PTG a la medianoche (Figura 15 B) muestran que,
después de la inyeccion de glucosa, las HOB | y las HOB Il tendieron a presentar las
concentraciones de glucosa mas elevadas respecto a las HD; sin embargo, sélo se encontraron
diferencias a los 60 min entre las HOB Il en relacion con los otros dos grupos, ya que estas
presentaron los niveles de glucosa mas altos en este punto de la curva. Asimismo, al igual que
en las curvas del mediodia, los tres grupos de hembras disminuyeron sus niveles de glucosa
hacia el final de la prueba, aunque no recuperaron sus concentraciones basales.

En los machos, las curvas de las PTG al mediodia (Figura 15 C) muestran un
comportamiento similar al de las hembras, ya que a partir de los 30 min y hasta el final de las
pruebas los MOB tendieron a presentar los niveles mas altos de glucosa respecto a los MD, sin
embargo, a diferencia de las hembras, no se encontraron diferencias en ningun punto de la
curva. Ademas, aunque ninguno de los dos grupos logré alcanzar su glucemia basal al finalizar
la prueba, los MOB todavia mantuvieron concentraciones de glucosa notoriamente elevadas.

Las curvas de las PTG a la medianoche no muestran diferencias claras entre los MD y los
MOB, pues en ambos grupos se observa una disminucion gradual de las concentraciones de

glucosa desde los 60 min hasta finalizar la prueba.
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Figura 15. Curvas de las PTG en ratones de los volcanes delgados y obesos, hembras (A y C) y machos (B y D), durante el
mediodia (curvas superiores) y la medianoche (curvas inferiores). Los simbolos muestran los valores promedio por grupo con su
respectivo error estandar. La curva con la linea punteada y simbolos negros corresponde a las pruebas realizadas en la fase de
oscuridad, mientras que la curva con la linea continua y los simbolos blancos corresponde a la fase de luz. A: HD (cuadrados); B:
HOB | (rombos); C: HOB I (triangulos); D: MD (circulos); E: MOB (cruces). Las flechas blancas muestran las diferencias halladas
entre las HD y las HOB I, y las flechas negras entre HOB | y HOB |l (p<0.05). Los circulos sefialan las diferencias significativas
entre las HD y las HOB |l y los rombos las diferencias entre las HOB | y lasHOB Il (p<0.05).

En la Figura 16, se muestran los valores promedio (+EE) de las areas bajo la curva de las
PTG en las hembras, observandose que al mediodia el area fue mayor en las HOB Il (22819 £
5463 UR), seguido por el de las HOB | (10270 + 2354 UR) y finalmente por el de las HD (4410
1+ 606 UR). A la medianoche se observé algo similar, encontrandose los siguientes valores para
los tres grupos de hembras: 13433 + 2108 UR en las HOB 1l, 10849 + 1320 UR en las HOB I, y
7410 + 868 UR en las HD. En ambas fases se hallaron diferencias entre las HOB |l y las HD.

Los valores promedio del &rea bajo la curva de las PTG entre los MD y los MOB no fueron
distintos al mediodia ni a la medianoche, siendo de 9032 + 2616 UR en los MD y 17443 + 4738
en los MOB durante la fotofase, y 8106 + 2480 UR en los MD y 7303 + 949 UR en los MOB

durante la escotofase.
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Figura 16. Valores promedio de las areas bajo la curva por grupo, con su respectivo error estandar. Las barras blancas
corresponden a las PTG al mediodia y las barras negras a las PTG a la medianoche. Los asteriscos sefialan las diferencias
significativas entre fases distintas en el mismo grupo, mientras que las letras indican las diferencias entre dos grupos, del mismo
género y peso distinto, en la misma fase (p<0.05).

7.3 Registros de sueiio.

Los registros de suefio se llevaron a cabo unicamente en machos adultos del ratéon de los
volcanes, debido a que en roedores hembras al parecer incrementa la variabilidad de los
estados de vigilancia en funcion del ciclo estral (Fang y Fishbein, 1996). En la Figura 17 se
muestran los trazos electroencefalograficos tipicos de los tres estados de vigilancia que fueron
considerados en este trabajo experimental: vigilia, suefio de ondas lentas (SOL) y suefio con
movimientos oculares rapidos (SMOR). El ratén de los volcanes es un animal polifasico, ya que

sus periodos de suefio se encontraron distribuidos a lo largo del ciclo nictemeral.

VIGILIA SOL SMOR
| 15 segundos |

Figura 17. Trazos electroencefalograficos tipicos de los tres estados de vigilancia en el macho adulto del ratén de los volcanes.
SOL: Suefio de ondas lentas, SMOR: Suefio con movimientos oculares rapidos.
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7.3.1 Porcentaje total de los estados de vigilancia en 24 h.

Como se observa en la Figura 18, durante las 24 h en las cuales se llevaron a cabo los
registros de suefo, bajo un ciclo de luz-oscuridad 12:12, los MD tuvieron un porcentaje
promedio de vigilia significativamente mayor respecto a los MOB, mientras que estos ultimos
tuvieron un porcentaje mayor de SOL (72 +4.7% y 25 £ 4.6%; 54 + 7.1% y 45 £ 6.1%, de vigilia
y SOL en los animales delgados y obesos, respectivamente). En el porcentaje de SMOR no se
encontraron diferencias entre ambos grupos (3 + 1.1% y 2 £+ 0.5% en los MD y los MOB,

respectivamente).

Ratones delgados Ratones obesos

OVIGILIA(%) BSOL(%) mSMOR (%) OVIGILIA(%) BSOL(%) ®MSMOR (%)

Figura 18. Valores promedio de los porcentajes de los tres estados de vigilancia, en ratones de los volcanes delgados y obesos,
durante un periodo de registro de 24 h. El asterisco sefiala las diferencias significativas entre ambos grupos (p<0.05).

7.3.2 Porcentaje total de los estados de vigilancia en el ciclo de luz-oscuridad (LO 12:12).
Al tomar en cuenta el ciclo de luz-oscuridad, se observé una distribucién similar de los tres
estados de vigilancia durante la fotofase y la escotofase (Figura 19). Asimismo, aunque no se
encontraron diferencias entre los MD y los MOB, los MD tendieron a presentar un porcentaje
mayor de vigilia en ambas fases del fotoperiodo (74 £+ 54% y 70 + 6.3%; 50 + 8.6% y 54 +
8.1%, en los MD y los MOB durante la fotofase y la escotofase, respectivamente), mientras que
los MOB tuvieron un porcentaje mayor de SOL (23 £4.7% y 28 + 6.2%; 47 + 7.8% y 43 £ 7.4%,
MD y MOB durante la fase de luz y oscuridad, respectivamente). El porcentaje de SMOR fue
similar entre ambos grupos y fases (3 + 0.6% y 3 + 0.9%; 2 + 1.3% y 3 + 1.3%, MD y MOB
durante la fotofase y la escotofase, respectivamente). Asimismo, cabe mencionar que los
animales presentaron una gran variabilidad interindividual, como se puede observar en los
valores del error estandar mostrados en la Tabla 3, en la cual se muestra el promedio del
tiempo en minutos (tEE) que los ratones de ambos grupos permanecieron en los tres estados

de vigilancia.
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Figura 19. Valores promedio de los porcentajes de los tres estados de vigilancia (+EE) en los ratones de los volcanes delgados
(barras blancas) y obesos (barras oscuras), durante un ciclo de luz-oscuridad 12:12 (barra superior). Nétese como los machos
obesos (MOB) tienden a presentar un porcentaje mayor de suefio de ondas lentas en ambas fases del fotoperiodo, mientras que
los machos delgados (MD) presentan un porcentaje mayor de vigilia. SOL: Suefio de ondas lentas, SMOR: Suefio con movimientos
oculares rapidos.

Tabla No. 3
Tiempo promedio en minutos (+EE) que permanecieron los machos, delgados y obesos, del raton

de los volcanes en los tres estados de vigilancia durante el ciclo de luz-oscuridad (LO: 12:12).

Fotofase Escotofase
Delgados 533.8 £ 39.2 500.9 £ 45.6
Vigilia (min)
Obesos 362.2 £ 59.1 390.1 £58.5
Delgados 165.2 £ 33.9 200 +44.3
SOL (min)
Obesos 341.6 £55.9 310.8 £53.4
Delgados 216+95 20.3+9.3
SMOR (min)
Obesos 16.2+4.2 19.1+£6.3

El tiempo en minutos de los tres estados de vigilancia se expresa como el promedio por grupo (+ EE). SOL: Suefio de ondas
lentas, SMOR: Suefio con movimientos oculares rapidos.

7.3.3 Distribucién temporal de los estados de vigilancia en un periodo de 24 h.
Con el fin de presentar de manera mas detallada la distribucién temporal de los tres estados de
vigilancia, durante las 24 h de registro, en la Figura 20 se muestran los porcentajes promedio

(xEE) de vigilia, SOL y SMOR en intervalos de dos horas. Aunque en esta figura no se
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observan diferencias en la distribucidon de los tres estados de vigilancia, si se nota la misma
tendencia descrita anteriormente, en la cual los MD presentaron un porcentaje mayor de vigilia
y los MOB un porcentaje mayor de SOL, mientras que el porcentaje de SMOR fue similar entre

ambos grupos, tanto en la fase de luz como de oscuridad.
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Figura 20. Valores promedio (+EE) de los porcentajes de vigilia (A), de SOL (B) y de SMOR (C) cada dos horas, en los MD y los
MOB durante un ciclo de luz-oscuridad 12:12. La distribucién temporal de los estados de suefio se muestra en doble grafica.
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8. DISCUSION

8.1 Analisis de los parametros plasmaticos.

El uso de modelos animales silvestres para diversas investigaciones cientificas tiene implicita
una amplia variabilidad interindividual en los resultados, lo cual es tipico de las poblaciones
naturales (Heideman, 2004). Es probable que esto ocurra con el ratén de los volcanes, ya que
los perfiles diarios de leptina, insulina, triglicéridos, cortisol y glucosa, asi como los valores de
acrofase, fueron distintos entre individuos, como se puede ver reflejado en el error estandar de
los valores promedio de las Figuras 9 a la 13. En este trabajo, la variabilidad en los resultados
podria ser consecuencia de factores como la edad, el ciclo hormonal de las hembras, el uso de
animales silvestres y F1, asi como de la historia genética y ambiental previa de los animales,
especialmente de los ratones silvestres.

De acuerdo con las pruebas de ANOVA, las concentraciones minimas y maximas de los
perfiles plasmaticos en los ratones delgados fueron distintas para la mayoria de los parametros
(excepto en el perfil de leptina para ambos grupos de animales delgados, y en el de insulina
para las HD) en comparacién con los animales obesos, pues en estos Uultimos sélo se
encontraron diferencias en los perfiles de cortisol y en el perfil de triglicéridos para las HOB I.
Sin embargo, a diferencia de los ratones delgados, la mayoria los individuos obesos tuvieron
perfiles que ajustaron al modelo de Cosinor, en comparacion con los delgados. De esta
manera, al tomar en cuenta las pruebas de ANOVA (consideradas de mayor importancia), es
posible que la mayoria de los perfiles diarios en los animales obesos no sean ritmicos y se
requieran mas horarios de muestreo para corroborar lo obtenido mediante el analisis por
Cosinor.

Es dificil esclarecer la fase en la cual se encontré la concentracion maxima de leptina,
insulina, triglicéridos y glucosa en los distintos grupos, ya que las acrofases de los perfiles
promedio sin el ajuste por Cosinor y las del promedio de los ajustes individuales no coinciden
entre si, lo cual podria deberse a la variabilidad interindividual de los perfiles diarios, o bien a
que las horas de muestreo se encuentran distantes entre si, por lo cual quiza sea necesario
tomar muestras con mayor recurrencia.

Las concentraciones plasmaticas de leptina, insulina y triglicéridos fueron superiores en los
ratones obesos de ambos géneros, encontrandose diferencias en las concentraciones mas
bajas de estos tres parametros. Las concentraciones minimas de leptina en las HOB | fueron
82% mas altas respecto a las HD, las de insulina el 39 % y las de triglicéridos el 40%,

encontrandose porcentajes incluso mayores en las HOB I, las cuales tuvieron el 79% y el 76%
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mas de insulina vy triglicéridos en comparacién con las HD. En los MOB, los picos de leptina,
insulina y triglicéridos fueron 81%, 59% y 54% superiores en relacion con los MD.

Los niveles mas altos de cortisol fueron 14% y 31% mayores en las HD y los MD en
comparacion con las HOB y los MOB respectivamente, sin embargo no se encontraron
diferencias entre éstas, mientras que las concentraciones mas bajas de cortisol fueron similares
entre los grupos. Esto ultimo también ocurrié para los niveles de glucosa, pues tanto las
concentraciones maximas como minimas fueron similares entre los distintos grupos. En los

siguientes parrafos, se discuten los aspectos particulares para cada parametro.

8.1.1 Leptina.

En este trabajo se encontraron niveles plasmaticos de leptina mayores en los ratones
obesos de ambos géneros, lo cual se atribuye al hecho de que esta hormona se secreta
principalmente por el tejido adiposo blanco (Chelikani, et al., 2004; Piccione, et al., 2004), por lo
cual es posible que los ratones obesos de mayor peso corporal tengan un porcentaje mas alto
de tejido graso, puesto que existe una relacion lineal entre el peso de los animales y las
concentraciones de leptina en el plasma (Figura 9 C). Ademas, estos resultados son
consistentes con otras investigaciones realizadas en ratones, ya que las hembras tuvieron
aproximadamente el 31% mas de leptina respecto a los machos (aunque no se encontraron
diferencias significativas), probablemente como resultado de una correlaciéon negativa entre la
concentracion de testosterona y los niveles de leptina, como ocurre en otros ratones (Ahrén,
2000).

Los altos niveles de leptina en los individuos obesos del ratdon de los volcanes indican que
probablemente no exista un déficit cuantitativo de esta hormona, sino que se presente un
estado de resistencia a la misma (como se ha reportado en algunos humanos y en otros
roedores obesos). Es posible que esto ocurra a distintos niveles, como por alteraciones en los
receptores hipotalamicos, en sus mecanismos de sefializacion, o en su transporte hacia el
SNC, por defectos en la barrera hematoencefalica y/o como consecuencia de los altos niveles
de triglicéridos en los ratones obesos, pues se ha observado que alteran el transporte de
leptina a través de la barrera hematoencefalica, tal vez mediante la unién de los triglicéridos
con esta hormona o bien por un proceso de regulacidén que ejercen sobre el transportador de
leptina (Banks, et al., 2004; Jéquier, 2002). De esta manera, es posible que en los ratones
obesos las concentraciones de leptina en el sistema nervioso central (SNC) sean menores que
en el plasma, especialmente en las hembras que presentan los niveles mas altos de
triglicéridos (las HOB II).
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En ningun grupo se encontraron diferencias entre las concentraciones maximas y minimas
de leptina mediante las pruebas de ANOVA, por lo cual no existe un perfil ritmico en los MOB
aunque se haya ajustado al modelo de Cosinor, esto quiza debido a que las muestras de
sangre fueron obtenidas en condiciones de ayuno y de acuerdo con otros estudios realizados
en roedores es probable que la secrecion nocturna de leptina se correlacione con la secrecion
de insulina en respuesta a la alimentacion (Ahrén, 2000), de tal manera que la leptina actua
como un factor de saciedad.

Es posible que el pico de leptina en el raton de los volcanes se correlacione con las altas
concentraciones de insulina, ya que en la mayoria de los grupos el pico de ambas hormonas
coinciden en fase (Tabla No. 1), y de acuerdo con estudios realizados en ratas, la insulina es
un estimulo importante que promueve la expresion del gen ob que codifica para la leptina
(Jéquier, 2002).

8.1.2 Insulina.

La insulina es una hormona que desempefia un papel importante en la regulacion del balance
energetico, pues interviene en la utilizacion de glucosa vy triglicéridos en el organismo, actua a
nivel hipotalamico disminuyendo la ingesta de alimento e incrementando el gasto de energia, y
es capaz de modificar la secrecién de otras hormonas de importancia metabdlica como la
leptina (Milagro y Marques-Lopes 2002).

Las concentraciones plasmaticas de insulina fueron mayores en los ratones obesos, lo cual
es consistente con antecedentes que indican que la secrecion de esta hormona es
directamente proporcional a la cantidad de grasa corporal (Clegg, et al., 2006). Es probable que
los altos niveles de insulina en los animales obesos sean consecuencia de un estado de
resistencia a esta hormona (como sucede en los humanos), pues bajo esta condicién los
individuos tienen concentraciones normales de glucemia pero con hiperinsulinemia
(Dominiczak, 2006).

Los niveles de insulina fueron superiores en las hembras obesas, especialmente en las HOB
Il, en las cuales la concentracion maxima de insulina fue 74% mayor que en los MOB, lo cual
podria atribuirse al peso corporal y al papel que desempefian los estrégenos en la secrecion de
esta hormona, pues de acuerdo con diversos estudios realizados con ratas, la administracion
de estrégenos incrementa la proporcion de insulina en el pancreas y se encuentra asociada con
la hipertrofia y la regeneracién de los islotes pancreaticos en animales parcialmente
pancreatectomizados. Asimismo, al llevar a cabo las pruebas de tolerancia a la glucosa con

ratas hembra, a las cuales se les administra de manera subcutanea estradiol, se observa un
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incremento en la secrecion de insulina, mientras que la ovariectomia se relaciona con una
secrecion reducida de esta hormona (Morimoto, et al., 2010).

Unicamente en los MD se encontraron diferencias entre las concentraciones mas altas y
mas bajas de insulina mediante las pruebas de ANOVA, por lo cual sélo en este grupo existe
un ritmo diario aunque los perfiles de la mayoria de los grupos se hayan ajustado al modelo de
Cosinor. De tal manera que en este roedor el ritmo de insulina podria estar determinado por los
patrones de alimentacion, como se ha propuesto en los ratones (Ahrén, 2000) y en las ratas
Wistar, observandose en estas Ultimas la ausencia de un patréon ritmico de insulina en
condiciones de ayuno (La Fleur, et al., 1999).

Es probable que en el raton de los volcanes todos los grupos hayan presentado su pico de
insulina en la fase de luz debido a la condiciéon de ayuno bajo la cual se encontraban los
animales, pues se ha reportado que en las ratas Wistar el ayuno es capaz de invertir la fase del
ritmo diario de insulina, cuyo pico se esperaria en la escotofase (La Fleur, et al., 1999).
Asimismo, es posible que el pico de insulina en la mayoria de los grupos no sea una
consecuencia directa del pico de glucosa, ya que solo en las HD y en las HOB Il ambos

parametros coinciden en fase (Tabla 1).

8.1.3 Triglicéridos.

Los triglicéridos desempefian un papel importante en la regulacion de la homeostasis
energética, tanto en periodos de disponibilidad de alimento como en condiciones de ayuno,
fungiendo como reservas de energia al almacenarse en el tejido adiposo blanco (Coleman y
Lee, 2004).

En este trabajo, los niveles de ftriglicéridos fueron superiores en los ratones obesos de
ambos géneros, lo cual es consistente con datos que reportan una relacién proporcional entre
su concentracion y la cantidad de grasa corporal (Dominiczak, 2006). Las concentraciones
maximas en las hembras tendieron a ser mayores en comparaciéon con las de los machos,
especialmente en las HOB |l quienes tuvieron el 40% mas de triglicéridos; de esta manera, se
corroboran los resultados de otros estudios que indican que la hipertrigliceridemia se presenta
principalmente en las hembras obesas del ratén de los volcanes, quienes ademas exhiben el
desarrollo de EH microvacuolar periportal (Diego Magana, 1999); sin embargo, serian
necesarios estudios histolégicos del higado para determinar si estos trastornos también se
desarrollaron en los individuos empleados durante este trabajo.

En los ratones delgados de ambos géneros y en las HOB | se encontraron diferencias entre

las concentraciones maximas y minimas de los perfiles diarios de ftriglicéridos, mediante las
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pruebas de ANOVA (Tabla 1), asi como un ajuste significativo de acuerdo con el modelo de
Cosinor, por lo cual Unicamente en estos grupos se presentan variaciones ritmicas en los
perfiles diarios. En las HOB Il y en los MOB | no se encontraron diferencias entre las
concentraciones mencionadas anteriormente, aunque el perfil de triglicéridos en los MOB se
ajusto por medio de Cosinor.

En los trabajos realizados con ratas Zucker delgadas y obesas alimentadas ad libitum y bajo
un ciclo de LO 12:12, se ha reportado que el pico maximo en la concentracién de triglicéridos
se presenta en la escotofase (Lanza-Jacoby, 1986). Por otra parte, en las ratas macho Wistar
(también bajo un ciclo de LO 12:12), se ha encontrado que en los animales alimentados ad
libitum el pico de triglicéridos se presenta 2 h antes del inicio de la fase luminosa, mientras que
en las ratas con 12 h de ayuno este pico se observa en la fotofase (Escobar, et al., 1998). Es
probable que, aun con tan solo 4 h de ayuno, en el raton de los volcanes suceda algo similar
que en las ratas Wistar; asimismo, cabria la posibilidad de que el pico de triglicéridos se
presente al mediodia, como se observa en la Tabla 1 para la mayoria de los grupos, como una
adaptacion de los individuos para obtener la energia necesaria cuando su actividad es menor y

se esperaria se alimentaran en menor proporcion, pues N. alstoni es un animal nocturno.

8.1.4 Cortisol.

Las hormonas glucocorticoides intervienen en diversas funciones fisiologicas, incluyendo
procesos metabdlicos como la lipogénesis y la gluconeogénesis, asi como en la regulacién de
neuropéptidos hipotalamicos involucrados en el control del apetito, como el factor liberador de
corticotropinas (CRH) y el NPY; las alteraciones en el eje hipdfisis-hipotalamo-adrenales (HHA)
generan cambios en el metabolismo energético (Jessop, et al., 2001).

En los roedores el glucocorticoide mas abundante es la corticosterona (Dallmann, et al.,
2006), y aunque en este trabajo se empled el kit de ELISA para Cortisol (Calbiotech Inc.), el
anticuerpo empleado en esta prueba tiene el 45% de reactividad cruzada con la corticosterona,
de tal manera que los resultados de este trabajo podrian mas bien reflejar los niveles de
corticosterona en el ratén de los volcanes y no los de cortisol.

En este trabajo, los ratones obesos de ambos géneros presentaron los niveles mas bajos de
cortisol, lo cual podria ser consecuencia de las altas concentraciones de leptina que poseen
estos animales, ya que esta hormona inhibe al eje HHA reduciendo la secrecion del CRH y la
esteroidogénesis adrenal, al unirse directamente al receptor ob de las glandulas adrenales

(Leal-Cerro, et al., 2001). Ademas, en la mayoria de los grupos estudiados, las concentraciones
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maximas de leptina se relacionan con los niveles minimos de cortisol (Tabla 1), lo cual es
consistente con lo que se ha reportado en los humanos (Van Cauter y Knutson, 2008).

La concentracion maxima de cortisol en todos los grupos se encontrd durante el inicio de la
fase oscura, de tal manera que estos datos podrian corroborar la hipétesis de que en los
animales nocturnos, como lo es el ratén de los volcanes, la concentracion de glucocorticoides
incrementa hacia el inicio del periodo de actividad (Dickmeis, 2009). Ademas, debido a que la
obtencion de las muestras de plasma se llevé a cabo en animales en condiciones de ayuno, es
posible que el ritmo diario de cortisol se encuentre regulado por el sistema circadiano
independientemente del patrén de alimentacién (La Fleur, et al., 1999; Sietse, et al., 2005),
pues en todos los grupos se encontraron diferencias entre las concentraciones mas altas y mas
bajas de cortisol, mediante las pruebas de ANOVA, y ademas sus perfiles diarios se ajustaron

al modelo de Cosinor.

8.1.5 Glucosa.

Los mamiferos han desarrollado distintos mecanismos que les permiten regular la glucemia en
intervalos estrechos, ya que su alteracion puede generar enfermedades como la diabetes tipo
I, y la obesidad es un factor de riesgo importante para el desarrollo de este trastorno.

En este trabajo, las concentraciones plasmaticas de glucosa no fueron distintas entre los
ratones delgados y obesos de ambos géneros (Figura 13), lo cual podria deberse a la condiciéon
de ayuno en la cual se encontraban los animales cuando se obtuvieron las muestras de
plasma, como se ha reportado en otro trabajo realizado con el ratén de los volcanes (Carmona
Castro, 2006).

En los roedores nocturnos se ha observado que la glucemia incrementa hacia el final de la
fase de luz, justo antes de que inicien su principal periodo de actividad (La Fleur, et al., 2001);
sin embargo, en este trabajo el pico de glucosa se encontré cerca del mediodia para la mayoria
de los grupos, como se ha reportado en las ratas Wistar con 2 h de ayuno previo a la toma de
muestras (Mori, et al., 1985). Es posible que en el ratén de los volcanes, bajo condiciones de
ayuno, el pico de glucosa se encuentre en la fase de luz como una adaptacion de los individuos
para obtener la energia necesaria cuando su actividad es menor y se esperaria se alimentaran
en menor proporcion, pues N. alstoni es un animal nocturno.

Unicamente los ratones delgados de ambos géneros presentaron variaciones ritmicas en los
perfiles de glucosa, pues se encontraron diferencias entre las concentraciones maximas y
minimas de ésta mediante las pruebas de ANOVA (Tabla 1), aunque sélo el perfil de las HD se

ajusto al modelo de Cosinor. Es posible que en el ratén de los volcanes el patrén ritmico en la
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glucemia se encuentre regulado por el NSQ, de tal manera que el pico de glucosa no es una
consecuencia directa de los patrones de alimentacién (ya que las muestras de plasma se
obtuvieron en animales con 4 h de ayuno) y probablemente tampoco de la accién de los
glucocorticoides (puesto que sélo en los MD el pico de glucosa y de cortisol coinciden en fase),
al igual que en otros roedores y en los humanos (La Fleur, et al., 1999; Dominiczak, 2006). Por
otro lado, es probable que el glucagébn promueva la gluconeogénesis y la movilizacién de
glucégeno del higado en condiciones de ayuno determinando el ritmo diario de glucosa, como
sucede en las ratas Wistar; pues se sabe que existe una interconexion nerviosa entre el NSQ y
el pancreas (La Fleur, et al., 1999; Ruiter, et al., 2003).

8.2 Pruebas de tolerancia a la glucosa (PTG).

Las PTG corroboran algunos de los resultados obtenidos anteriormente en el raton de los
volcanes por Carmona Castro en 2006 y Lépez Urban en 2007, ya que, como se muestran en
las Figuras 14 y 15, las concentraciones basales de glucosa al mediodia y a la medianoche
fueron similares entre los animales obesos y delgados; sin embargo, una vez que se les inyecté
la solucién de glucosa, los animales obesos tendieron a presentar niveles de glucemia
superiores, lo cual sugiere que estos ratones (especialmente las HOB Il) tienen hiperglucemia
postprandial y son intolerantes a la glucosa, posiblemente debido a un estado de resistencia a
la insulina causada por las altas concentraciones de acidos grasos libres (Shulman, 2000;
Ginsberg, et al., 2005); sin embargo, para corroborar esta hipétesis se necesitarian cuantificar
los acidos grasos libres en el raton de los volcanes.

En 2006, Carmona Castro sugiri6 que la normoglucemia basal de los animales obesos en
condiciones de ayuno podria estar relacionada con su capacidad de secretar una mayor
concentracion de insulina, lo cual se confirma en este trabajo ya que los ratones obesos
tienden a presentar hiperinsulinemia a diferencia de los delgados (Figura 10).

Las PTG muestran que, tras la inyeccién de glucosa, la glucemia en las HD incrementé de
manera significativa en la fase de oscuridad respecto a la fase de luz, y al finalizar el tiempo de
las pruebas, en ambas fases los animales lograron alcanzar concentraciones de glucosa muy
cercanas a los niveles basales (Figura 14). En la Figura 16, se muestra que el promedio del
area bajo la curva en las HD fue menor al mediodia en comparacién con la medianoche, lo cual
podria indicar que la internalizacion de la glucosa desde la sangre hacia los tejidos es mas
eficiente durante la fotofase.

Las HOB | tendieron a presentar niveles de glucosa en sangre mayores a la medianoche

que al mediodia, y al finalizar las pruebas en ambas fases la glucemia no regresé a sus niveles
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basales, por lo cual este grupo presenta intolerancia a la glucosa. Aunque no hubo diferencias
entre los valores promedio del area bajo la curva en ambas fases, estos valores tendieron a ser
mayores en la fase oscura, similar a lo ocurrido en las HD.

En las HOB Il la glucemia fue mayor al mediodia respecto a la medianoche, tanto en los
niveles basales como después de la inyeccion de glucosa, y al finalizar las PTG los individuos
no lograron alcanzar su glucemia basal en ninguna de las fases, de tal manera que estos
animales no solo son intolerantes a la glucosa sino que ademas tienen concentraciones
basales distintas en la fotofase y en la escotofase, lo cual probablemente no sea consistente
con los perfiles diarios de glucosa en las HOB |l debido a que los individuos estudiados no
fueron los mismos. Los valores promedio del area bajo la curva tendieron a ser mayores al
mediodia en comparacion con la medianoche (Figura 16), aunque no se encontraron
diferencias entre ambos horarios, lo cual podria indicar que la internalizacién de glucosa de la
sangre a los tejidos fue menos eficiente en la fotofase, probablemente en relacion con la
naturaleza nocturna del ratén de los volcanes, pues se esperaria que en la fase oscura los
individuos se encuentren mejor adaptados para metabolizar los alimentos que consumen,
internalizando de manera mas eficaz la glucosa desde el torrente sanguineo hacia todos los
tejidos debido a una mayor sensibilidad a la insulina (Ramsey, et al., 2007; Garaulet-Aza, et al.,
2009).

Las PTG realizadas en los MD no mostraron diferencias entre la fotofase y la escotofase,
pues al finalizar las pruebas se encontraron valores de glucemia cercanos en ambos horarios, a
pesar de que los niveles de glucosa en la sangre tendieron a aumentar mas durante la fase
oscura a los 30 min. La Figura 16 muestra que los valores promedio del area bajo la curva
fueron menores en la fase oscura respecto a la fase de luz, aunque no se encontraron
diferencias entre estas, lo cual es consistente con la naturaleza nocturna del ratéon de los
volcanes.

En los MOB la glucemia fue mayor en las pruebas realizadas al mediodia, aunque soélo se
encontraron diferencias 60 min después de la administracién de glucosa, al finalizar la prueba
los ratones no lograron alcanzar su glucemia basal en ninguna de las fases, por lo cual
presentan intolerancia a la glucosa. Los valores promedio del area bajo la curva fueron
mayores al mediodia (Figura 16), aunque no se encontraron diferencias entre fases,
consistente con la naturaleza nocturna de N. alstoni.

En resumen, los valores promedio de las areas bajo la curva confirman que los ratones
delgados y obesos de la mayoria de los grupos muestran intolerancia a la glucosa al mediodia,

posiblemente en relacion con la naturaleza nocturna del ratdon de los volcanes. La intolerancia a
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la glucosa que también se presenta en los ratones obesos durante la fase oscura podria ser
consecuencia de un estado de resistencia a la insulina, como sugiere el trabajo de Carmona
Castro (2006), en el cual los ratones obesos con EH presentan hiperinsulinemia cuando las
concentraciones de glucosa en las PTG son mas elevadas.

Los resultados de este trabajo, muestran la importancia de considerar la hora del dia en la
cual se lleva a cabo el diagnéstico de desérdenes metabdlicos como la diabetes tipo Il, ya que

la tolerancia a la glucosa se modifica en funcion del tiempo.

8.3 Registros de sueio.

Este trabajo de investigacion confirma los resultados del grupo de Ayala-Guerrero (1998),
quienes describieron al ratdon de los volcanes como un animal polifasico cuyos estados de
vigilancia presentan los patrones electrofisiolégicos tipicos hallados en otros mamiferos. Sin
embargo, los porcentajes de los estados de suefo en este trabajo fueron distintos a los
encontrados por ese grupo, pues ellos reportan que en un periodo de 24 h los machos del raton
de los volcanes pasan en promedio el 64.5 £+ 9 % ( £ desviacién estandar) del tiempo en SOL y
el 7.6 £ 1.3 % en SMOR, mientras que en este trabajo los resultados indican que los MD pasan
en promedio el 25 £ 4.6% en SOL y el 3 + 1.1% en SMOR, y los MOB el 45 + 6.1% del tiempo
en SOL y el 2 £ 0.5% en SMOR.

Es probable que los resultados de ambos trabajos sean distintos debido a las diferencias en
el peso corporal de los animales empleados, o a las condiciones ambientales mantenidas
durante los registros de suefio. El grupo de Ayala-Guerrero utilizé ratones machos con un peso
de 75 a 85 g, superior al de los machos considerados obesos en este trabajo (72 + 2 g),
reportando un porcentaje de SOL mayor al de los MOB de este estudio, por lo cual es posible
que la obesidad provoque una reduccién en el tiempo de vigilia y un incremento en el SOL, al
igual que en los ratones C57B6/L con obesidad inducida por una dieta rica en grasas (Jenkins,
et al., 2005); sin embargo, se requieren llevar a cabo registros de suefio en un mayor numero
de animales (delgados y obesos) para corroborar esta hipotesis. Asimismo, es probable que las
condiciones fotoperiodicas en las cuales se mantuvieron los animales durante el registro
pudieran modificar la conducta de los animales, incluyendo al ciclo suefio-vigilia, pues el grupo
de Ayala-Guerrero llevé a cabo los registros en condiciones de luz constante, mientras que en
esta investigacion se realizaron en un fotoperiodo de luz-oscuridad 12:12 (luz: 06:00-18:00 h).

En este trabajo, los MD tuvieron un porcentaje de vigilia superior al de los MOB, lo cual

indica que los animales delgados son mas activos que los obesos.
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El porcentaje de SOL fue superior en los ratones obesos respecto al de los animales
delgados, esto en conjunto con la disminucién en el porcentaje de vigilia, indica que el SOL
incrementa a expensas de la vigilia en los MOB. Esta relacion podria ser consecuencia de un
estado de resistencia a la leptina en el raton de los volcanes, pues aunque esta hormona se
encuentra en altas concentraciones en el plasma es posible que su efecto en el SNC se
encuentre alterado, comparable a lo que ocurre en los ratones ob/ob que carecen de leptina y
que presentan un porcentaje elevado de suefio NOMOR (Laposky, et al., 2006).

Al comparar los porcentajes de los tres estados de vigilancia, entre los ratones obesos y
delgados durante el registro de 24 h, se encontraron diferencias entre los porcentajes totales de
vigilia y de SOL, pero no en el de SMOR (Figura 18). Esto indicaria que la obesidad podria
alterar los mecanismos de regulacion homeostatica del suefio, debido al incremento en el SOL,
mas que en aquellos procesos de regulacion circadiana, puesto que no hubo diferencias en la
proporcion del SMOR, ya que ambos componentes regulan el suefio de manera independiente
(Franken y Dijk, 2009).

El analisis de los porcentajes de los tres estados de vigilancia en funcion de las fases de luz
y oscuridad (Figura 19), no mostré diferencias entre los ratones delgados y obesos, lo cual
podria estar relacionado con el nUmero de animales analizados por grupo, de tal manera que
se recomienda aumentar el nUmero de muestra, ya que se observan tendencias que sugieren
posibles diferencias. Asimismo, es probable que los ratones de los volcanes obesos presenten
un comportamiento similar al observado en los ratones mutantes ob/ob (con deficiencia de
leptina y de fenotipo obeso), en los cuales no sélo se incrementa la cantidad de SOL, sino que
ademas aumentan los cambios de fase y los brotes de suefio son mas frecuentes (aunque de
menor duracion) (Laposky, et al., 2006).

Como se muestra en el Figura 20, a pesar de que no se encontraron diferencias en la
distribucién temporal de los tres estados de vigilancia entre los ratones delgados y obesos,
algunos de los valores mas altos de vigilia se observaron en la fotofase para los MD y en la
escotofase para los MOB, mientras que en el SOL ocurre de manera inversa, lo cual apoya la

hipotesis sugerida anteriormente acerca de los mecanismos que controlan el suefio.

8.4 Consideraciones importantes sobre el uso del ratéon de los volcanes como modelo de
obesidad.

Existen distintos factores que podrian ser la causa de la obesidad desarrollada por el ratén de
los volcanes, como la dieta que reciben en cautiverio y que difiere del alimento que consumen

los animales silvestres, el cual estad constituido por hojas, tallos, brotes tiernos de plantas
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herbaceas, frutos como fresa y zarzamora (en la temporada de lluvias) y capulincillo (a finales
del ano), granos de polen de diversas especies de plantas, artrépodos del orden Coledptera,
hormigas y larvas de lepiddpteros (Alvarez y Mayo-Aceves, 1993). Otro factor que podria influir
en el desarrollo de la obesidad es la reduccion del espacio en las jaulas de Bioterio asi como la
abundante disponibilidad de alimento, haciendo que los animales disminuyan su actividad fisica
y consuman una proporcion constante de calorias sin variaciones anuales en la dieta como lo
podrian experimentar en el campo. Esta hipétesis se encuentra sustentada por Carmona
Castro (2006), quien sefiald que las alteraciones metabdlico-nutricionales podrian ser inducidas
por el sedentarismo cuando el raton de los volcanes se mantiene en cautiverio. A pesar de
esto, lo interesante en N. alstoni, es que no todos los ratones silvestres mantenidos en
cautiverio, ni todas sus crias F1 nacidas en laboratorio, desarrollan el fenotipo obeso, aun
encontrandose bajo las mismas condiciones ambientales, lo cual sugiere que probablemente
algunos factores genéticos también podrian estar involucrados en la susceptibilidad al
desarrollo del SM exhibido por este roedor.

Este estudio es la primera aproximaciéon que se desarrolla en N. alstoni acerca de los
parametros fisiolégicos vinculados con el metabolismo de los lipidos y la glucosa, en un ciclo
diario. Los resultados de este trabajo, indican que esta especie podria ser un buen modelo
biolégico para el estudio de los ritmos diarios y los trastornos metabdlicos relacionados con la
obesidad; sin embargo, aun hacen falta controlar algunos aspectos en torno a los animales
empleados en futuras investigaciones.

Es importante redefinir los parametros que permitan reconocer a un animal como obeso
(incluyendo evaluaciones metabdlicas, peso corporal y porcentaje de grasa en diferentes
regiones corporales), ademas de contar con animales de la misma edad con el fin de disminuir
la variabilidad entre individuos, pues trabajos anteriores realizados en esta especie reportan
que los ratones silvestres en cautiverio desarrollan lipomas con una incidencia del 9.9%, la cual
es mas elevada en los machos, aunque las hembras presentan lipomas de mayor tamano,
siendo la edad un factor que incrementa la predisposicién a este tipo de neoplasias (Carmona
Castro, 1994).

Asimismo, resultaria util llevar a cabo mas estudios de seguimiento en el desarrollo de los
trastornos metabdlicos, tanto en ratones nacidos en cautiverio como silvestres, a la par que los
animales incrementan de peso, esto permitiria establecer adecuadamente el origen de cada
una de las alteraciones observadas en el SM, asi como determinar si en el ratén de los

volcanes la obesidad es la causa o consecuencia de estos trastornos metabdlicos.
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Por otro lado, es importante cuantificar el consumo diario de alimento ad libitum en las
distintas fases del ciclo luz-oscuridad, asi como evaluar las diferencias en las tasas metabdlicas
basales y especificas entre animales obesos y delgados.

La distribucién de la grasa corporal es un factor importante que considerar en los ratones,
pues el tejido adiposo visceral presenta mayor sensibilidad a los estimulos lipoliticos, en
comparacion con la grasa subcutanea, esto determina la secrecion ténica de acidos grasos
libres hacia la circulacién portal, estableciendo el primer paso en una serie de eventos que
culminan en el desarrollo de resistencia a la insulina (Godinez Gutiérrez, et al., 2002).

El analisis de otros parametros en el ratén de los volcanes, seria de gran utilidad para el
conocimiento de los trastornos metabdlicos en los individuos obesos, como los acidos grasos
libres (de importancia en la resistencia a la insulina), el glucagén (hormona que participa en la
regulacion de la glucemia y factor determinante del ritmo diario de ésta en condiciones de
ayuno), asi como la grelina (hormona vinculada con el incremento del apetito), sélo por
mencionar algunos.

Estudiar al ratén de los volcanes en condiciones distintas a las de este trabajo, enriqueceria
el conocimiento sobre esta especie, por lo cual se podrian determinar los perfiles de los
distintos parametros en oscuridad constante, con el fin de establecer si existe algun trastorno
de naturaleza circadiana en los individuos obesos que no pudieran observarse bajo ciclos de
luz-oscuridad, pues de acuerdo con trabajos no publicados en esta especie, los individuos
obesos en luz-oscuridad no presentan diferencias significativas en su ritmo de actividad
locomotriz respecto a los ratones delgados. Asimismo, seria importante obtener los perfiles
diarios en animales alimentados ad libitum, pues la alimentacion es un factor que podria ser
distinto entre los ratones delgados y obesos, lo cual a su vez modificaria la mayoria de los
parametros estudiados en este trabajo, especialmente si tomamos en cuenta la resistencia a la
insulina que se presenta en los individuos obesos.

El uso de modelos animales de laboratorio no tradicionales, como el ratéon de los volcanes,
podria permitir un mejor conocimiento de las enfermedades humanas relacionadas con el
sindrome metabdlico, como ya ha sido propuesto por otros grupos de trabajo como el de
Krugner-Higby en el afio 2000, quienes emplearon al raton de California (Peromyscus
californicus) para el estudio de la diabetes tipo Il. El estudio de modelos animales en los cuales
se observa la expresion espontanea de padecimientos determinados, puede ayudar a
comprender las bases biolégicas y aquéllas presiones ambientales o ecoldgicas que
predisponen o provocan ciertas enfermedades. Sin embargo, en las poblaciones naturales

existen numerosas variables que no pueden ser controladas a diferencia de los modelos
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tradicionales, por lo cual también resulta mas compleja la interpretacion de los resultados

obtenidos y ésta debe llevarse a cabo de manera mas minuciosa.

9. CONCLUSIONES

10.

El raton de los volcanes obeso presenta hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e

hiperleptinemia, siendo mas evidente en las hembras.

Los niveles basales de glucosa en el plasma son similares en los individuos delgados y
obesos del raton de los volcanes, sin embargo estos ultimos presentan intolerancia

postprandial a la glucosa.

En un periodo de 24 h, los machos obesos del raton de los volcanes tienden a
incrementar su porcentaje de SOL y disminuir el de vigilia, en comparacion con los
machos delgados, mientras que el porcentaje de SMOR no es distinto entre los dos

grupos.

El ratéon de los volcanes podria ser un buen modelo para el estudio de los ritmos
circadianos y los trastornos metabdlicos relacionados con la obesidad, sin embargo es
importante redefinir los parametros que permitan reconocer a un animal como obeso asi
como tratar de controlar algunos aspectos que permitan reducir la variabilidad en la

poblacion.
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