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Resumen 

La desincronización circadiana está vinculada a patrones irregulares de actividad e 

ingesta y estos a su vez se vinculan con el desarrollo de obesidad. En el ratón 

Neotomodon alstoni existen subpoblaciones que se mantienen delgados y otros 

que desarrollan obesidad. En los obesos está alterada la organización del sistema 

circadiano que se refleja en cambios en los patrones de actividad motora e 

ingesta. Este trabajo buscó determinar si en ratones machos delgados N. alstoni la 

exposición a un fotoperiodo irregular induce alteraciones en la distribución de 

actividad locomotriz en foto y escotofase, patrones alterados de ingesta y su 

relación con la curva de tolerancia a la glucosa (CTG), así como en la expresión 

relativa de genes de prepro-orexinas, Per1 y Bmal1 en tejido diencéfalico. 

Los resultados indican que la exposición durante doce semanas a ciclos 

irregulares de iluminación no causa efecto significativo en el peso corporal, ni en la 

expresión relativa del gen de prepro-orexinas. Sin embargo, los ratones mostraron 

reducción en la cantidad de actividad locomotriz, mejor movilización de la glucosa 

al minuto 60 en la curva de tolerancia a la glucosa, reducción de la expresión 

relativa en la fase nocturna de Per1 y Bmal1 en diencéfalo y mayor ingesta de 

alimento durante la fase diurna. Esto sugiere la posible existencia de algún 

mecanismo compensatorio que evita que el fotoperiodo irregular cause aumento 

en el peso.  

Palabras clave: ritmos circadianos, desincronización, fotoperiodo irregular, 

Neotomodon alstoni.  
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Abstract 

Circadian desynchronization is linked to irregular patterns of activity and intake, 

which in turn are associated with the development of obesity. In the Neotomodon 

alstoni mouse, there are subpopulations; some remain lean while others develop 

obesity. The obese individuals have altered organization of the circadian system, 

reflected in changes in patterns of motor activity and intake. This study aimed to 

determine whether exposure to an irregular photoperiod induces alterations in the 

distribution of locomotor activity during light and dark phases, altered intake 

patterns, and their relationship with glucose tolerance curve (GTC), as well as the 

relative expression of prepro-orexin genes, Per1, and Bmal1 in diencephalic tissue 

in lean male N. alstoni mice. 

The results indicate that exposure to irregular lighting cycles for twelve weeks does 

not have a significant effect on body weight, nor on the relative expression of the 

prepro-orexin gene. However, the mice showed a reduction in the amount of 

locomotor activity, improved glucose mobilization at the 60-minute mark in the 

glucose tolerance curve, reduced relative expression of Per1 and Bmal1 during the 

nocturnal phase in the diencephalon, and increased food intake during the diurnal 

phase. This suggests the possible existence of a compensatory mechanism that 

prevents irregular photoperiods from causing weight gain. 

Keywords: circadian rhythms, desynchronization, irregular photoperiod, 

Neotomodon alstoni. 
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Introducción 

Características generales de los ritmos circadianos 

Las funciones fisiológicas de los seres vivos oscilan a lo largo del día según un 

programa temporal interno conocido como “el reloj circadiano”. Estos mecanismos 

endógenos permiten anticipar ciertas condiciones periódicas del ambiente, lo que 

brinda una ventaja para adaptarse al entorno (Aguilar-Roblero et al., 2015; Madrid, 

2013). Estos ritmos presentan 3 características fundamentales: deben ser 

producidos por procesos endógenos, se deben sincronizar con los ciclos diarios 

del medio externo (zeitgeber) y el periodo del reloj se mantiene con poca variación 

si los ritmos se observan en condiciones constantes a distintas temperaturas 

(Aguilar-Roblero et al, 2015; Buhr et al., 2013).  

Los parámetros a medir en un ritmo biológico son equivalentes a los usados para 

estimar una sinusoide (Fig. 1), como su periodo que corresponde al tiempo en que 

tarda en completarse el ciclo; la frecuencia, que es inverso del periodo y 

corresponde al número de veces en que se repite un ciclo completo en un 

intervalo de tiempo definido; la amplitud, definida como la variación de la 

intensidad de la oscilación entre el valor más alto, o del mesor, que es el valor 

medio del ajuste sinusoidal de todos los valores medidos en un ritmo; y la fase, 

que representa al valor dado de amplitud que corresponde a un instante del ciclo, 

donde al valor más  alto se le denomina acrofase y al más bajo batifase (Aguilar-

Roblero et al, 2015).  
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Figura 1: Parámetros a medir en un ritmo biológico sincronizado. En el eje de las 

abscisas está representado con barras oscuras los periodos de oscuridad y con barras 

claras los periodos de luz, además de las unidades de tiempo (horas) correspondientes. 

El periodo, la frecuencia, la amplitud, el mesor, la fase, la acrofase, y la batifase. Figura 

modificada de (Koukkari et al. 2006).  

 

A nivel molecular, los ritmos circadianos ocurren en todas las células nucleadas 

del cuerpo, su función ocurre mediante una doble asa transcripcional-traduccional 

de activación e inhibición entre distintos “genes del reloj circadiano” y sus 

correspondientes proteínas. En mamíferos este proceso se puede separar en dos 

vías principales. La primera que actúa como el asa positiva comienza con la unión 

del heterodímero de factores de transcripción que forman las proteínas CLOCK y 

BMAL1, a la caja E  presente en los promotores para activar la transcripción de los 

genes Per1, 2 y 3 y Cry1 y 2. Las proteínas traducidas de estos genes constituyen 

el asa negativa; fuera del núcleo celular se acumulan y como un heterodímero 

que,  se fosforila, se transloca  al núcleo e inhibe la actividad del heterodímero 
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CLOCK/BMAL1, lo que induce la represión de la  transcripción, y  por lo tanto, la 

traducción de PERs y CRYs. Una vez que se reducen los niveles del dímero 

PER/CRY, la represión de CLOCK/BMAL1 disminuye y se activa de nuevo su 

síntesis. La expresión de Bmal1 depende de una segunda asa de 

retroalimentación, sin embargo, la expresión del Clock es constitutiva (Weaver, 

2016; Patke, et al., 2019). 

En la segunda vía CLOCK/BMAL1 actúan también como factores de transcripción 

positivos de los genes de Dbp y de los receptores nucleares Reverbα y Reverbβ. 

La proteína REVERα y β funcionan como inhibidores de la expresión de Bmal1, 

generando retroalimentación negativa; mientras tanto las proteínas de los genes 

de Dbp regulan positivamente la expresión del receptor huérfano α relacionado 

con retinoides RORα, RORβ y RORγ que son factores positivos de transcripción 

de Bmal1, asegurando así la ritmicidad en su expresión (Fig. 2). En esta vía 

también participa el gen E4BP4, cuya proteína NFIL3 inhibe la transcripción de los 

genes que contienen caja D (Buhr, et al., 2013, Mitsui, et al., 2001; Patke, et al., 

2019). Estas asas de retroalimentación entrelazadas y cooperativas controlan la 

transcripción de cerca del 10% del genoma y optimizan el tiempo de expresión 

génica al mantener robustez en los ritmos circadianos de diversas funciones 

fisiológicas, mediante el control de la expresión de otros genes también 

“controlados por reloj” (Hardin et al., 2013; Partch et al., 2014). 
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Figura 2: Mecanismo molecular del reloj circadiano. El dímero CLOCK y BMAL1 se une a 
la E-box y activa la transcripción de los genes Per1, 2 y 3 y Cry1 y 2. El asa negativa se 
forma fuera del núcleo celular con el heterodímero de PER y CRY e interactúa con el 
dímero de CLOCK y BMAL1 reprimiendo la transcripción de sus genes blanco. En una 
segunda vía, CLOCK/BMAL1 regulan la transcripción de Reverbα. REVERB inhibe la 
expresión de Bmal1. RORα, RORβ y RORγ (RORα/β/γ) activan la transcripción de Bmal1. 
Period (Per), Criptocromo (Cry), Receptor huérfano relacionado con retinoides α, β o γ 
(RORα/β/γ). (Modificado de: Partch et al., 2014). 

 

Aunque la maquinaria molecular del reloj circadiano se encuentra en todas las 

células nucleadas del organismo, existen tejidos que dominan en la organización 

circadiana. Estos tejidos tienen la capacidad de generar ciclos circadianos 

regulares, por lo que se les denomina osciladores periféricos. En mamíferos la 

estructura que funge como el principal oscilador circadiano es el núcleo 

supraquiasmático (NSQ) ubicado en la base del hipotálamo. En condiciones 

adecuadas de cultivo, neuronas que conforman el NSQ pueden mantener de 
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manera autónoma ciclos circadianos dependientes de disparos de potenciales de 

acción espontáneos. 

El NSQ aislado oscila en su actividad eléctrica de forma independiente, pero en 

conjunto con los núcleos hipotalámicos asociados tiene la capacidad de 

sincronizarse con señales del entorno y proveer diferentes señales de fase a otros 

tejidos vía el sistema neuroendocrino (Morgado et al, 2014; Okamura et al, 2002; 

Welsh et al. 2010). El NSQ (Fig. 3) se puede dividir en dos subregiones: 1) la zona 

del núcleo o médula, que recibe la información fótica del tracto retinohipotalámico 

(TRH) y donde se expresan varios neuropéptidos como el péptido vasoactivo 

intestinal (VIP) y el péptido liberador de gastrina (GRP) y 2) la corteza, que es la 

zona con oscilaciones más robustas, con numerosas proyecciones eferentes y 

poblado principalmente de neuronas que expresan arginina vasopresina (AVP) 

(Hastings, et al., 2018; Mieda, 2020). Esta clasificación está dada por los 

principales neurotransmisores que participan en estas zonas, sin embargo, no son 

los únicos. El más abundante en el NSQ es el ácido gamma-aminobutírico 

(GABA), presente en todas sus células, también en menor cantidad se presentan 

neurotensina (NT), somatostatina (SS), calretinina (CALR), encefalina (ENK) y el 

neuromodulador péptido activador de la adenilil ciclasa hipofisaria (PACAP). Las 

interacciones entre las neuronas que producen estos neurotransmisores son 

complejas, específicas y jerárquicas, tal como el neuropéptido VIP que al dictar la 

respuesta a la luz también modula en gran medida las demás interacciones 

neuronales en el NSQ (Moore, et al., 2002; Varadarajan, et al., 2018).  
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Figura 3: Esquema del NSQ. La corteza, con neuronas que expresan AVP y GABA como 
neurotransmisor excitador, que tiene las proyecciones de salida del NSQ. La zona del 
núcleo, recibe información fótica del TRH y expresa VIP, GLU, PACAP y GABA inhibitorio. 
Las flechas amarillas corresponden a la vía excitatoria y las rojas a la inhibitoria. Arginina 
vasopresina (AVP), tracto retinohipotalámico (TRH), péptido vasoactivo intestinal (VIP), 
glutamato (GLU). Modificado de: Lu, et al., 2021). 

 

El NSQ tiene conexiones multisinápticas con neuronas motoras y del sistema 

simpático y parasimpático de diferentes tejidos, mediante las cuales sincroniza a 

los órganos periféricos, así como obtiene retroalimentación de ellos (Buijs, et al., 

2016). Las principales salidas aferentes del NSQ se transmiten a través del núcleo 

subparaventricular (sPVN) y el núcleo dorsomedial del hipotálamo (DMH), donde 

se regula en buena parte el ciclo de sueño/vigilia mediante las proyecciones 

excitatorias a las neuronas de orexina y las inhibitorias al área preóptica (POA). 

Dentro del hipotálamo medial existen 3 tipos de neuronas blanco del NSQ, las 

primeras son neuronas endocrinas, como las liberadoras de hormona de 

corticotropina (CRH), la hormona liberadora de tirotropina (TRH) y la hormona 

liberadora de gonadotropina (GnRH). El segundo grupo son las neuronas del 
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sistema nervioso autónomo (SNA) y el tercero son las neuronas intermedias del 

área preóptica medial (MPOA), sPVN y DMH a las que llegan eferentes del 

sistema nervioso central (SNC) (Buijs, et al., 2001; Kalsbeek, et al., 2002, 2011; 

Scammell, et al., 2017). Asimismo, el NSQ también tiene proyecciones directas de 

núcleos sensoriales como el del tracto solitario, MPOA y el arcuato (ARC), este 

último regula la ritmicidad de las funciones metabólicas (Buijs, et al., 2017). 

La interacción NSQ-ARC es necesaria para conservar los ritmos de la ingesta de 

alimento, donde el Neuropéptido Y (NPY) tiene una liberación circadiana del ARC 

hacia el núcleo paraventricular (PVN) (Bechtold, et al., 2013). También participa en 

la regulación de la temperatura corporal, con la liberación de AVP durante la fase 

de luz, lo que produce una disminución en la temperatura, mientras que, en la fase 

oscura, por el incremento de la hormona estimulante de los melanocitos alfa (α-

MSH) ocurre el efecto contrario (Guzmán-Ruiz, et al., 2015). De igual forma, el 

ARC tiene receptores de glucocorticoides (GC) que censan sus niveles en plasma, 

pero su sensibilidad varia a lo largo del día, probablemente debido a la influencia 

del NSQ (Leon-Mercado, et al., 2017). 

Sincronización externa e interna 

Dado que el asa molecular circadiana existe en diferentes tejidos que funcionan 

como osciladores circadianos (Fig. 4), también estos pueden integrar señales del 

medio externo. Las señales eferentes de los osciladores dan lugar a una 

organización jerárquica interna, a lo que se le denomina sistema circadiano 

(Madrid, 2013). Estos relojes internos no tienen periodo de 24 horas exactamente, 

sino que se ajustan diariamente con estímulos cíclicos que le brindan al organismo 
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señales del tiempo externo denominadas “zeitgebers” (Pittendrigh, 1993). Para los 

mamíferos, los ciclos de la luz son la principal señal externa sincronizadora, la cual 

se recibe en retina y se integra en el NSQ mediante el tracto retinohipotalámico 

(TRH). La luz en conjunto con otros zeitgebers como la ingesta de alimento, la 

temperatura, la actividad física y el sueño ayudan a ajustar el tiempo del sistema 

circadiano con el tiempo externo (Mohawk, J. et al., 2012). 

También existen otras estructuras que funcionan como osciladores periféricos, que 

a pesar de poder sincronizarse con señales de tiempo externas, como la luz, la 

temperatura, la actividad física, el sueño o la ingesta de alimento, se acoplan a la 

fase marcada por el NSQ, que funge como oscilador maestro y así se genera una 

sincronización interna que se vuelve susceptible a la combinación de múltiples 

zetigebers (Ashton, et al., 2022; Healy, et al., 2021; Tahara, et al., 2016).  

 

Figura 4: Sistema circadiano en mamíferos. Esquema del sistema circadiano en 

mamíferos con el NSQ como oscilador maestro sincronizado por los estímulos fóticos 

captados a través de la retina y coordinando los osciladores periféricos (Modificada de 

Hastings et al., 2018). 
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Sincronización fótica 

Existen dos modelos propuestos para explicar el mecanismo mediante el cual el 

reloj circadiano se sincroniza con la luz, estos son el modelo paramétrico y el no 

paramétrico. El primero propone que el sistema circadiano responde de una 

manera continua al nivel e intensidad de la luz (la intensidad de la luz como 

parámetro) lo que ejerce una acción continua sobre la velocidad en la frecuencia 

de los ritmos; mientras el segundo plantea que pulsos cortos de luz u oscuridad en 

puntos específicos del ciclo pueden generar cambios de fase, esto es que la 

respuesta del marcapasos al zeitgeber no es la misma durante toda la oscilación 

del ciclo (Aschoff 1960, 1999). Ambos modelos funcionan en la práctica, pues 

según la intensidad de la luz y la fase en la que incide tienen efectos sobre el 

periodo del oscilador circadiano. 

Para estudiar el proceso no paramétrico o discreto se utiliza la curva de respuesta 

de fases (CRF) (Fig. 5), que es la gráfica del cambio de dirección de la fase 

inducido por el estímulo por luz en puntos específicos del ciclo (Foster, et al; 

2020). La CRF puede ser diferente entre especies, sin embargo, conserva 3 zonas 

características para todas: la zona insensible o muerta (Fig. 5A), donde no hay 

respuesta al pulso de luz y ocurre durante el día subjetivo; la zona de retrasos 

(Fig. 5B), en donde después del pulso de luz la actividad ocurre más tarde y la 

zona de adelantos (Fig. 5C), en la que el pulso de luz genera un avance de fase 

de la actividad (Aguilar-Roblero et al., 2015; Ashton, et al., 2022).  
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Figura 5: Esquema de curva de respuesta de fase. La CRF muestra el efecto de la 
exposición a la luz en diferentes puntos temporales del ciclo circadiano. En actogramas de 
libre curso (A) pulsos de luz durante el día subjetivo no tienen efecto en la fase del reloj 
(B) pulsos de luz al inicio de la noche subjetiva provoca retrasos en la fase del reloj (C) 
pulsos de luz al final de la noche subjetiva induce avances de fase. En la gráfica, la barra 
negra representa el ciclo oscuro o noche subjetiva y la barra blanca el ciclo de luz o día 
subjetivo. En los actogramas, las barras negras representan períodos de actividad y las 
líneas negras indican descanso (Modificada de Ashton, et al; 2022).  

 

El NSQ recibe información fótica de proyecciones monosinápticas del TRH que se 

originan en células ganglionares fotosensibles de la retina (revisado en Buhr, et 

al., 2013; Madrid, 2013). El estímulo lumínico en el TRH provoca la liberación del 

neurotransmisor de la adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP) y de glutamato, 

que actúa a través de sus receptores tipo NMDA y AMPA para despolarizar las 

neuronas internas del NSQ aumentando su velocidad de activación (Ashton, et al., 

2022). Esta interacción intracelular genera una cascada de segundos mensajeros 

y una entrada de calcio extracelular, seguido por el aumento de la actividad 
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catalítica de la calmodulina cinasa y óxido nítrico sintasa. A su vez también se 

activa la vía de las proteínas cinasas activadas por mitógenos (MAPKs) junto con 

el adenosín monofosfato cíclico (cAMP), el elemento en respuesta de cAMP (CRE) 

y las proteínas de unión de CRE (CREB). Estos últimos actuando como factores 

de transcripción modifican la expresión de los genes Per1 y 2 entre otros genes 

reguladores del ciclo circadiano (Aguilar-Roblero et al., 2015; Foster, et al., 2020).  

Sincronización no fótica 

Además de la entrada de información fótica a través del TRH, el NSQ puede 

sincronizarse con estímulos no fóticos ya que recibe retroalimentación de órganos 

periféricos. Esto ocurre por medio de dos vías principales, los factores circulantes, 

a través de los órganos circunventriculares (CVO), lo que integra la información 

humoral y mediante la vía de las aferentes vagales y espinales, que integran la 

información visceral (Buijs, et al., 2019). En la integración de esta información 

participan la ruta de señalización serotoninérgica del núcleo del rafe dorsal (DRN) 

y el núcleo del rafe medio (MRN), el sistema GABAérgico del NSQ y la hojuela 

intergeniculada (Dibner, et al., 2010; Rosenwasser, et al., 2015). 

Los osciladores periféricos también pueden ser modulados por estímulos no 

fóticos a través de mecanismos independientes del NSQ. En mamíferos estas 

señales son principalmente la ingesta de alimento y la actividad locomotriz, ya que 

son capaces de provocar un cambio de fase en los osciladores periféricos sin 

afectar los ritmos del NSQ (Boulos, et al., 1980; Bechtold, et al., 2013). 
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Numerosas funciones metabólicas y fisiológicas se ajustan a la disponibilidad de 

recursos, por ello los horarios de alimentación actúan como un zeitgeber para el 

sistema circadiano. Si el alimento ocurre en una fase restringida del día, por 

ejemplo, durante la fase de reposo, surge un oscilador sincronizado por el 

alimento (FEO de las siglas en inglés de Food Entrained Oscillator) independiente 

del NSQ. Parte de esta sincronización está caracterizada, de manera conductual 

por un incremento en la actividad locomotriz antes de que se presente el alimento 

(actividad anticipatoria al alimento, AAA) (Pendergast, et al., 2018; Stephan, et al., 

1979). 

De igual forma, señales metabólicas y fisiológicas como los niveles de glucosa, 

GC, de leptina y de grelina en el suero, la secreción de enzimas gástricas y la 

temperatura corporal, presentan oscilaciones circadianas que robustecen y 

modulan las señales del FEO (Carneiro, et al., 2009). Este oscilador es capaz de 

influir o cambiar las relaciones de fase entre los tejidos periféricos, sin embargo, 

esta señal es más fuerte en animales que han sufrido lesiones en el NSQ o que no 

están sometidos a un ciclo de luz/oscuridad (LO) (Hara, et al., 2001; Pezuk, et al., 

2010), lo que sugiere que a pesar que la llegada de alimento en ciertos horarios 

repetidos diariamente es un potente sincronizador, el NSQ tiene una influencia 

inhibitoria sobre el FEO para mantener al organismo sincronizado internamente 

con el ciclo LO (Angeles-Castellanos, et al., 2010; Stephan, et al., 1979).  

De la misma forma, la actividad física es capaz de sincronizar los relojes 

metabólicos mediante diferentes vías, como la activación del sistema nervioso 

simpático y el eje hipotálamo-pituitaria-adrenales (HPA) (Mrosovsky, 1996; 
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Tahara, et al., 2016). La actividad física inducida presenta una respuesta similar al 

estrés, con un incremento de los niveles de GC y norepinefrina en sangre. Los GC 

son capaces de promover la expresión de genes involucrados en la maquinaria 

molecular del reloj circadiano como Per1, Per2 mediante el sitio de unión de su 

promotor, lo que puede inducir cambios de fase (Cheon, et al., 2013). 

Otros estímulos metabólicos como los niveles de glucosa también desempeñan un 

papel en la regulación del ritmo circadiano molecular en el músculo, ya que este 

debe anticipar y promover los cambios en la oxidación y captación de glucosa 

durante el ciclo sueño-vigilia (Dyar, et al., 2014; Gabriel, et al., 2022). Así, el 

metabolismo de la glucosa sufre alteraciones a lo largo del día y esto tendrá 

consecuencias en el estado metabólico y el desempeño físico de los músculos 

(revisado en Healy et al., 2021). 

Un zeitgeber para el músculo es la propia contracción muscular, que al aumentar 

los niveles calcio intracelular desencadena la unión de CREB al promotor de Per2, 

reajustando la expresión oscilante de este gen. Estos cambios mediados por la 

contracción pueden ocurrir solo durante un periodo específico para cada gen, esto 

lo hace un zeitgeber relativamente débil en comparación con el ciclo de LO y el 

alimento (Kemler, et al., 2020; Small, et al., 2020). 

Alteración del ciclo natural de iluminación y la desincronización circadiana 

Una alteración en la sincronización circadiana consiste en un desajuste entre el 

tiempo interno de los ritmos fisiológicos y conductuales con el ambiente externo, 

ya sea por la incapacidad para procesar la información del estímulo o por 
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conflictos entre éste y el ritmo interno (Golombek, et al., 2013; Reiter, et al., 2012), 

este desacople de señales puede ocurrir a diferentes niveles organizacionales. 

A nivel del organismo completo esta interrupción circadiana puede deberse a un 

desacople interno, ya sea entre el reloj central y los osciladores periféricos o los 

relojes de diferentes órganos entre sí. A nivel de tejido, es causada por la 

desincronización entre las células que lo conforman y a nivel celular ocurre cuando 

se alteran la fase y/o la amplitud de la expresión de genes reloj u otras 

alteraciones, que podrían atribuirse al equilibrio redox en células no nucleadas 

(Henslee, E., et al. 2017; Hoyle, N. et al., 2015; revisado en Qian et al., 2016; 

Vetter 2018).  

Los estímulos externos que puedan llevar más fácilmente a la desincronización 

circadiana dependerán de la historia evolutiva del organismo. En el caso de los 

mamíferos son los ciclos irregulares de luz, que sincroniza al NSQ, y los ciclos de 

alimentación que estimula a los osciladores periféricos, desencadenando vías de 

señalización importantes para la regulación del metabolismo (Evans, et al., 2013; 

Hardin et al., 2013; Morgado, et al., 2014). 

Varias funciones fisiológicas, metabólicas y conductuales están distribuidas a 

ciertas horas específicas de la fase oscura o de luz para que su función sea más 

eficiente. Existen varias hormonas como el cortisol y la melatonina que están 

fuertemente reguladas por los ciclos de luz. La exposición a luz artificial durante la 

noche puede alterar procesos fisiológicos al suprimir sus ritmos de secreción y 

síntesis (Hardeland, et al., 2012). Así mismo, se ven alterados los relojes 

moleculares, donde se afecta directamente la expresión de Per1 y 2 en el núcleo 
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supraquiasmático y otros genes reloj en tejidos periféricos (Shuboni et al., 2010; 

Walker et al., 2020). Dado que los genes de reloj circadiano tienen influencia sobre 

aproximadamente el 20% del genoma, la alteración en los mecanismos 

moleculares del reloj circadiano tiene consecuencias sobre múltiples procesos 

fisiológicos a nivel de la célula y por lo tanto de las funciones en tejidos y órganos 

(Fagiani, et al., 2022). El desajuste entre los estímulos externos y las respuestas 

internas se han vinculado a condiciones adversas para la salud como aumento de 

la presión arterial, los lípidos plasmáticos, cambios en la liberación de hormonas 

reguladoras de la ingesta como la leptina, las orexinas y la grelina, aumento del 

peso corporal, propensión al desarrollo de distintos tipos de cáncer, obesidad y 

síndrome metabólico (Cisse, et al., 2017; Filipski, et al., 2005; Golombek, et al., 

2013; Reiter, et al., 2012). 

Modelos para el estudio de la desincronización circadiana 

Actualmente las sociedades humanas modernas buscan extender el tiempo de 

actividad ante las demandas económicas. Las personas requieren aumentar sus 

horas de exposición a la luz artificial en patrones cada vez más largos e 

irregulares; en conjunto con actividades como los trabajos con cambios de turno y 

el jet-lag social (desfase entre el horario biológico y el social), han propiciado un 

estado fisiológico que se entiende como una desincronización circadiana 

generalizada que puede desencadenar severos problemas de salud (Golombek, et 

al., 2013; Reiter, et al., 2012; Weil, et al., 2020). Por ello, se ha buscado simular 

estas condiciones en modelos de laboratorio para el estudio de dichas 

alteraciones. 
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Dentro de los principales modelos están los tradicionales de jet-lag de adelantos o 

retrasos de horario, cambios de turno (actividad durante la fase de reposo), luz 

constante, ciclos de luz distintos a 24 horas, exposición a luz artificial en fase 

oscura y modelos de manipulación genética o quirúrgicos (Bumgarner, et al., 2021; 

Evans, et al., 2013). Otros modelos utilizados como los de ingesta de alimento o 

actividad física, consisten en limitar estas actividades a ciertos horarios 

específicos a lo largo día, o restringirlas a la fase activa o de reposo del 

organismo. En el caso del alimento también se pueden modificar sus 

características nutricionales del y en la actividad física la intensidad de la misma o 

si es voluntaria o forzada, teniendo todos estos factores interacciones diferentes 

con el metabolismo (Revisado en Healy, et al., 2021; Kemler, et al., 2020). La 

duración del protocolo también es un factor importante a considerar, ya que los de 

corto plazo podrían estar reportando los efectos agudos, mientras los de largo 

plazo los efectos crónicos. 

Los fotoperiodos a los que se someten la mayor parte de la población no son tan 

extremos como la rotación de turnos o el jet lag y la desincronización circadiana se 

ve afectada también por diversas condiciones, no únicamente en relación al 

fotoperiodo, sino a diferentes actividades como la socialización, la ingesta y 

calidad de alimento o actividades físicas demandantes en horarios poco regulares 

(Karlsson, et al., 2001). 

De igual forma, los factores a medir como consecuencia de dicha desincronización 

son importantes y dependerán del estímulo que este causando dicho desfase al 

organismo. Estos factores pueden ser conductuales como lo es la actividad 
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locomotriz; metabólicos como los niveles de glucosa o cortisol en plasma; o 

moleculares como la expresión relativa de algún gen controlado por reloj (Barclay 

et al., 2012; Bumgarner, et al., 2021; Oishi, et al., 2013; Wotus, et al., 2013).  

 

Orexinas, reguladoras de ciclo de sueño-vigilia e ingesta de alimento 

Las orexinas son dos neuropéptidos (Orx A y B) sintetizados en neuronas 

hipotalámicas del área hipotalámico lateral (AHL), que derivan de un polipéptido 

precursor común, la prepro-orexina (PPO) (Moriguchi, et al., 2002; Sakurai, et al., 

1998).  Sus receptores, receptor de orexina 1 (OXR1) y receptor de orexina 2 

(OXR2) están acoplados a proteínas G y están distribuidos en distintas zonas 

cerebrales, pero principalmente en el hipotálamo, en donde la expresión del 

ARNm del OXR1 es más abundante en el núcleo hipotalámico ventromedial 

(VMH), mientras el ORX2 se expresa mayormente en el PVN (Trivedi, et al., 

1998).  

Las neuronas orexigénicas tienen proyecciones a varias regiones cerebrales, entre 

las que destacan el hipotálamo lateral, el núcleo paraventricular, la amígdala, el 

núcleo arcuato, el núcleo de la estría terminal y el área preóptica (Li, et al., 2020). 

Estas neuronas participan en mantener el estado de vigilia, en la regulación de 

ingesta de alimento y en el sistema límbico de recompensas. Estas funciones se 

definen dependiendo la zona en la que las orexinas o las neuronas orexigénicas 

actúan y los neurotransmisores con los que interactúan (Goforth, et al., 2016; 

Sakurai, 2007). 
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La activación de sistema orexigénico en el estado de vigilia permite que las 

señales internas y externas se acoplen al ambiente y se genere así un estado 

robusto y estable. Para mantener la vigilia, las neuronas orexigénicas interactúan 

generando un asa de retroalimentación donde estas activan las neuronas 

monoaminérgicas del área preóptica ventrolateral (POVL) y estas envían señales 

inhibitorias a las neuronas orexigénicas, así como al tálamo, la corteza cerebral y 

al centro del sueño del POVL. De manera inversa, para mantener el estado de 

sueño, las neuronas del centro del sueño del POVL, envían señales que inhiben a 

las neuronas monoaminérgicas y orexigénicas para detener la retroalimentación 

(Fig.6) (Sakurai T. 2007). 

 

Figura 6: Las neuronas orexigénicas mantienen el estado de vigilia generando un asa de 

retroalimentación activando las neuronas POVL, que inhiben al tálamo, corteza cerebral y 

el centro del sueño del POVL. Para mantener el estado de sueño, las neuronas del centro 

del sueño del POVL inhiben sus neuronas monoaminérgicas y orexinérgicas. Área 

preóptica ventrolateral (POVL) (modificado de Sakurai, T. 2007).  

 

La participación de las orexinas en la ingesta de alimento está regulada por 

señales del estado metabólico, como la baja de energía y el hambre (Goforth, et 
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al., 2016). Los neuromoduladores de la ingesta y la regulación del peso corporal 

como la leptina y el NPY interactúan con las orexinas mediante receptores en las 

neuronas orexigénicas y dependiendo su concentración pueden generar su 

activación, como el incremento de NPY, o su inactivación como el aumento de 

leptina. Otras señales que reportan el estado metabólico, como el nivel de 

glucosa, pueden generar un incremento en la activación de las orexinas en 

estados de hipoglucemia, esto con el fin de incrementar el apetito y generar un 

estado de alerta para que el organismo pueda buscar alimento (Kotz, et al., 2002; 

Ohno, et al., 2008; Sakurai T. 2007). 

Las neuronas orexigénicas también son activadas directamente por el HPA, a 

través de la hormona liberadora de corticotropinas (CRH). Este vínculo funciona 

también de manera inversa, ya que las orexinas provocan una inducción de ARNm 

de c-fos en el PVN, lo que genera un aumento de la hormona adrenocorticotrópica 

(ACTH) en la hipófisis y de corticosterona (o cortisol en humanos) en suero (Ida, et 

al., 2000; Kuru, et al., 2000). 

Las orexinas además de ser importantes mediadores del estado metabólico tienen 

también una regulación circadiana por parte del NSQ (Zhang, et al., 2004). Las 

neuronas orexigénicas del hipotálamo lateral reciben señalización directa del NSQ, 

mientras que este a su vez tiene receptores de orexinas lo que genera una 

retroalimentación de información (Belle, et al., 2014). Esta regulación involucra no 

solo la liberación de las orexinas, si no la producción del ARNm de PPO y los 

receptores OXR1 y OXR2 (España, et al., 2002; Taheri, et al., 2000). Se ha 

observado en roedores nocturnos que las PPO tienen un perfil circadiano, donde 
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su concentración en hipotálamo aumenta durante la fase oscura (activa) y 

disminuye durante la fase de luz (inactiva) (Justinussen et al., 2015; Taheri et al., 

2000). De igual forma el patrón de expresión del receptor OXR2 en la corteza y el 

hipotálamo tiene una correlación de fase con la expresión del gen de reloj Bmal1, 

teniendo el pico de expresión al finalizar la fase oscura (Ventzke, et al., 2019).  

La luz participa también como un regulador de la actividad orexigénica, ya que 

durante el día subjetivo el NSQ tiene una salida inhibitoria que suprime otras 

zonas del cerebro, incluyendo al sistema orexigénico en ratones, cuando su 

actividad aumenta la inhibición disminuye y se activan las zonas que habían sido 

suprimidas (Marston, et al., 2008). Debido a esta relación entre el sistema 

orexigénico y el circadiano, una desincronización podría perturbar la función de 

ambos sistemas (Sakurai, 2007).  

Diversos estudios han demostrado que la interrupción circadiana puede afectar la 

expresión de los genes de PPO en el cerebro. Por ejemplo, los estudios en 

roedores han encontrado que la interrupción de los ritmos circadianos puede 

conducir a una disminución en la expresión de los genes de PPO, lo que puede 

provocar trastornos del sueño y otros problemas relacionados (España, et al., 

2002; Marston, et al., 2008). 

En humanos, las personas con trastornos del sueño, como insomnio, narcolepsia y 

apnea del sueño, a menudo tienen una expresión alterada de los genes de PPO 

(Peyron, et al., 2000); también se ha demostrado que las interrupciones en su 

expresión puede contribuir al desarrollo de otras afecciones de salud, como 

depresión, ansiedad y obesidad por lo que en general, estos estudios sugieren 
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que el vínculo que existe entre la desincronización circadiana y la expresión de 

estos genes, puede tener un impacto significativo en el ciclo de sueño y vigilia y la 

salud metabólica de un individuo (Kang, et al., 2009; Imperatore, et al., 2017; 

Mieda, et al., 2013; Revisado en Wang et al., 2018). 

Neotomodon alstoni como modelo para el estudio de la desincronización 

circadiana 

El ratón de los volcanes, Neotomodon alstoni (Fig.7), es una especie nocturna 

endémica de la faja volcánica transmexicana. Exhibe un perfil estable de actividad 

nocturna bimodal con pequeños brotes de actividad durante la fase de reposo y 

presenta los modelos de sincronización paramétrica y no paramétrica a distintos 

fotoperiodos, además de presentar patrones robustos en sus ciclos circadianos de 

actividad locomotriz en ausencia de rueda de actividad (Fuentes-Granados et al., 

2010). Estudios enfocados en su biología reproductiva mostraron que N. alstoni se 

adapta de manera favorable a las condiciones de cautiverio (Granados et al., 

1989; Luis et al., 1990) y pueden llegar a vivir hasta cinco años (Ayala et al., 

1998). 

 

Figura 7: Ratón macho delgado (37 gramos) Neotomodon alstoni.  
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Se ha observado que, en cautiverio, parte de la población de N. alstoni tiende a 

desarrollar obesidad con una dieta normocalórica para roedores, mientras que 

otros organismos no la desarrollan, por lo que se infiere que en la especie existe 

una propensión genética a dicha condición que se presenta de manera diferencial 

en la población. Esto ha llevado a que la especie sea objeto de diversos estudios 

conductuales y fisiológicos, incluyendo los ritmos circadianos de actividad 

locomotriz y funciones metabólicas dependientes del sexo, del ciclo sueño-vigilia y 

de señalización neural de la regulación de la ingesta (Carmona et al., 2012; 

Fuentes-Granados et al., 2012; Vázquez-Martínez et al., 2015; Luna-Illades et al., 

2017; Pérez-Mendoza et al., 2017; 2018). 

Dentro de las alteraciones que presentan los organismos obesos de N. alstoni en 

comparación con los delgados, se encuentra que son menos eficientes en la 

resincronización fótica (Miranda-Anaya et al., 2019), que presentan incrementos 

en los niveles de leptina e insulina, así como trastornos en los perfiles diarios de 

estas hormonas, lo que puede indicar una posible resistencia a las señales de 

saciedad, a pesar de que su ingesta no aumente, (Carmona et al., 2012) así como 

una predisposición a mostrar fluctuaciones en las variaciones día/noche en 

parámetros de estrés oxidativo en hipotálamo y tejidos periféricos (Vázquez-

Martínez et al., 2015). Además, muestran algunos signos de síndrome metabólico, 

tales como esteatosis hepática, hipertrigliceridemia, intolerancia a la glucosa e 

hiperleptinemia (Carmona., 2006; Fuentes-Granados., 2011; Báez-Ruíz et al., 

2014) y una diferencia importante en las variaciones día/noche en la distribución 

de los estados de sueño y en la curva de tolerancia a la glucosa (Fuentes-
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Granados et al., 2012). Recientemente se ha reportado que la medición indirecta 

del metabolismo por respirometría y la temperatura corporal presentan patrones 

diarios disminuidos en los ratones obesos respecto a los delgados, consistente 

con patrones atenuados de actividad locomotora y actividad en la fase diurna del 

ciclo LO (Herrera-García et al; 2022). Estos estudios indican que la 

desincronización circadiana es una condición que podría estar relacionada con el 

estado de obesidad en esta especie (Arellanes-Licea et al; 2022) y se considera 

que, como en otras especies, manipular los estímulos externos para inducir 

desincronización podrían conducir a un estado de obesidad (Barf, et al., 2012; 

Carmona-Alcocer, et al., 2012; Casiraghi, et al., 2016; Oishi, et al., 2018; Tsai, et 

al., 2005; 2007; Vilaplana 1995).  

Al momento, no existe una estandarización de los protocolos de desincronización, 

ni de los parámetros metabólicos o conductuales a medir. Por ello, los resultados 

de dichos estudios resultan contradictorios o específicos para el modelo animal 

utilizado (revisado en Opperhuizen et al., 2015; Waterhouse, et al., 2003). En este 

trabajo de tesis se planteó un protocolo que emula desajustes moderados en el 

horario del fotoperiodo y un modelo que tenga la variabilidad genética para poder 

tener un panorama amplio de las respuestas a este tipo de estímulos. Así como, 

dentro de los parámetros a medir están factores tanto conductuales como la 

actividad locomotriz y el perfil de ingesta de alimento, como metabólicos con la 

CTG o moleculares como la expresión relativa de ARNm de Per1, Bmal1 y PPO 

en tejido hipotalámico.  
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Justificación 

En un estudio preliminar, se observó que al someter a ratones N. alstoni delgados, 

a fotoperiodos de luz irregular durante cuatro meses, existe una tendencia a 

presentar patrones de actividad disminuida, similares a los que muestran estos 

organismos durante la condición de sobrepeso, pero sin llegar a desarrollarla 

(Guillén, 2021; Ramírez, 2021). Esto podría presentar a N. alstoni como un posible 

modelo para entender las consecuencias de la desincronización fótica moderada y 

su relación con cambios en la distribución de la actividad locomotriz y la ingesta de 

alimento.  

A nivel molecular, los cambios en la expresión de las PPO hipotalámicas son un 

candidato para entender los efectos de la exposición a los ciclos irregulares de luz 

sobre el metabolismo, la conducta de alimentación y el ciclo sueño-vigilia. Si bien 

los genes de PPO no suelen denominarse genes "controlados por reloj", se sabe 

que su expresión está regulada por los ritmos circadianos del NSQ. Por lo tanto, 

su expresión está regulada por el reloj circadiano y la expresión de otros genes 

controlados por reloj en el cerebro (Belle, et al., 2014; Marston, et al., 2008). Por 

otra parte, la desincronización circadiana en N. alstoni muestra una reducción de 

la amplitud y el cambio de fase en la expresión relativa diaria de proteínas de la 

maquinaria molecular del reloj como PER1 y BMAL1 en el hipotálamo, por lo que 

puede ser un marcador de este estado de desincronización (Arellanes-Licea et al., 

2022). 
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Preguntas de investigación 

¿La exposición a un fotoperiodo irregular inducirá un estado de desincronización 

circadiana en ratones delgados de N. alstoni? 

¿La desincronización inducida por un fotoperiodo irregular tendrá efecto sobre la 

distribución circadiana de la actividad locomotriz y la expresión diurna/nocturna de 

genes de reloj Per1, Bmal1 y de PPO en el diencéfalo de ratones delgados N. 

alstoni? 

 

Hipótesis 

En ratones delgados de N. alstoni, la exposición prolongada a un protocolo de 

fotoperiodo irregular inducirá:  

-Aumento en el consumo de alimento y el peso corporal vinculado a menor 
tolerancia a la glucosa. 

-Reducción y mayor dispersión en la cantidad diaria de actividad locomotriz y 
aumento de ingesta de alimento. 

-Atenuación en la expresión diurna/nocturna en genes de Prepro-orexinas y genes 
de reloj circadiano Per-1 y Bmal-1 en tejido diencefálico. 

 

Objetivos 

Determinar si en ratones delgados N. alstoni la exposición a un fotoperiodo 

irregular durante 3 meses induce desincronización circadiana vinculada a 

alteraciones en: 

-Los patrones en la frecuencia de ingesta de alimento 
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-La curva de tolerancia a la glucosa. 

-La distribución diaria de actividad locomotriz en la foto y escotofase. 

-La expresión relativa de genes de PPO, Per1 y Bmal1 en tejido diencéfalico, a 
mitad de la foto y escotofase. 

 

Métodos 

Mantenimiento de animales. 

Este estudio se llevó a cabo bajo la revisión y aprobación del Comité de Bioética 

de la UNAM, número de folio PI_2020_01_002. Se utilizaron 24 ratones N. alstoni 

machos, adultos de 13 meses de edad en promedio nacidos y criados en las 

instalaciones del bioterio de la Facultad de Ciencias, UNAM. Estos se 

transportaron a la Unidad Multidisciplinaria de Docencia e Investigación (UMDI) en 

el campus UNAM Juriquilla, donde se habituaron durante 14 días en un cuarto con 

un fotoperiodo artificial de LO 12:12 h y una temperatura regulada entre 21-24°C. 

Se alimentaron con una dieta comercial de alimento para roedores de laboratorio 

Rodent Lab Chow 5001, Purina® Inc., MO, USA (Purina 5001) y agua potable a 

libre acceso (ad libitum). 

Curva de tolerancia a la glucosa 

Una vez habituados al fotoperiodo LO 12:12 h, en un día definido los animales se 

colocaron en ayuno de 4 h a partir del inicio de la fotofase y se les realizó una 

curva de tolerancia a la glucosa (CTG) como criterio de selección, solo se tomaron 

los animales normo glucémicos en la condición inicial del experimento; así mismo 

se realizó otra prueba a los mismos animales una vez finalizado el protocolo de 

fotoperiodo irregular (CTG final). A cada individuo se le inyectó vía intraperitoneal 
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200 μl de solución de glucosa al 50% y se midió la glucosa en una muestra de 

sangre utilizando un kit comercial (Accuchek instant kit). Se midió la glucosa basal, 

5 min previo a la inyección de glucosa, y cada 30 minutos a partir de la inyección 

de glucosa hasta cumplir los 120 minutos. Las muestras de sangre fueron 

colectadas de un corte en la cola de animales. 

Protocolo de fotoperiodo irregular. 

Se colocaron individualmente ratones en cajas de acrílico y se acomodaron 14 

cajas dentro de una cámara de ambiente controlado (ADAPTIS 1000, 

CONVIRON). Durante 2 semanas los ratones permanecieron de manera diaria con 

un fotoperiodo LO 12:12 h con el encendido de las luces a las 6:00 h y el apagado 

a las 18:00 h. Posteriormente, el fotoperiodo se modificó al experimental de tal 

manera que el encendido de la luz presentaba un retraso de 2 horas por día, 

durante 4 días (lunes, martes, miércoles y jueves) y un adelanto de 2 horas por 

día, durante 3 días (viernes, sábado y domingo) (Tabla 1, Fig. 8), repitiéndose ese 

patrón cada semana durante 3 meses.. 

Un grupo control externo de 12 ratones permaneció fuera de la cámara de 

ambiente controlado, pero en una habitación con condiciones similares: en cajas 

individuales de acrílico transparente, con condiciones de fotoperiodo LO 12:12 h y 

una temperatura regulada entre 21-24°C durante los 3 meses que duró el 

experimento de fotoperiodo irregular. 
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Tabla 1: Calendarización del encendido y apagado de las luces a lo largo de la semana. 

 

Figura 8: Representación gráfica de 48 horas, del encendido y apagado de las luces 
durante el protocolo de fotoperiodo irregular, que corresponde a los datos de la Tabla 1. 
Las barras negras representan las horas de luz artificial y las blancas, de oscuridad.  

 

 

Registro de actividad locomotriz y consumo de alimento. 

Para el registro individual de la actividad locomotriz se colocó un sensor infrarrojo 

a la mitad lateral de la caja para detectar el cruce del ratón en movimiento. Estos 

sensores contabilizaban y sumaban el paso del animal cada 10 minutos, las 24 

horas del día durante 4 meses (partiendo del mes 0). Esta información se registró 

mediante el programa ACTIBIO (Fac. Psicología, URIDES, UNAM) y se graficó 

mediante actogramas con el programa Actiview (minimiter, Co Inc., USA). Los 
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datos fueron analizados mediante hojas de cálculo Excel. El análisis estadístico se 

hizo con el software Graphpad Prisma. 

Para la determinación del consumo de alimento se usaron brochetas armadas con 

pellets de alimento comercial de roedor (Purina 5001). Las brochetas se pesaron 

antes y después de las 24 y 48 horas de exposición a los animales, en distintas 

fases del experimento: antes, durante y al finalizar el tiempo de exposición al 

protocolo de fotoperiodo irregular. 

Así mismo, se realizaron grabaciones de video digital para registrar la conducta 

individual de los animales durante la medición de consumo de alimento. En la 

revisión de videos se analizó en qué horarios se realizaba la ingesta, y se 

contabilizó el número de eventos y duración de los mismos durante un ciclo 

completo de LO. 

Obtención de los tejidos. 

Una vez terminado el protocolo de fotoperiodo irregular, a los ratones del grupo 

experimental y del grupo control se les practicó eutanasia por decapitación en 2 

horarios distintos: uno a la mitad de la fase diurna (ZT6) y otro a la mitad de la fase 

nocturna (ZT18). Se hizo la disección del diencéfalo: el hipotálamo y la parte basal 

del tálamo de acuerdo con Pérez-Mendoza et al., 2017 y se mantuvieron a -80°C 

hasta que fueron procesados. 

Extracción de ARN total y síntesis de ADNc. 

Utilizando el tejido del diencéfalo de cada individuo, experimental y control, se 

extrajo el ARN total utilizando el protocolo del TRIzol Reagent (Invitrogen, 
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Carlsbad, CA, USA) con modificaciones (Ortiz-Dosal et al., 2020). Se realizó la 

cuantificación de ARN mediante espectofometría, para corroborar su pureza y se 

procesó en geles de agarosa para comprobar su calidad. Posteriormente se hizo 

la síntesis de cDNA usando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

with RNase Inhibitor (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Este cDNA se 

almacenó a -20°C hasta su procesamiento. 

RT-qPCR. 

Dado a que no existe secuenciación del genoma de Neotomodon alstoni, se 

diseñaron los oligonucleótidos para PPO, Bmal1 y Per1 utilizando las secuencias 

de Peromyscus maniculatus (taxid: 10040) reportados en la literatura (NCBI 

GenBank Nucleotide, Lau et al., 2017), dada la cercanía filogenética (Diniz et al; 

2017). Como genes de referencia se utilizaron GAPDH, 12S ARN ribosomal y B-

actina, y mediante el algoritmo NormFinder se determinó que la mejor 

combinación de dos genes con el coeficiente de variación del ciclo de 

cuantificación (Cq) más bajo eran GAPDH y B-actina. La expresión relativa de los 

ARNm se determinó utilizando los genes de referencia para calcular su media 

geométrica y el método delta Ct (ΔCt) (Livak et al., 2001; Vandesompele et al. 

2002). 

Se usó un termociclador de Applied Biosystems StepOne™ Real-Time PCR 

System, con la mezcla de reacción basada en SYBR® Green fue KAPA SYBR® 

FAST qPCR, Master Mix (2X) Kit (KAPA BIOSYSTEMS). 
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Tabla 2: Secuencias de oligonucleótidos utilizadas para PCR de Peromyscus 
maniculatus (taxid: 10040) (NCBI GenBank Nucleotide).  

 

Análisis estadístico 

En todos los análisis se tomó el control interno como los registros de los animales 

durante el fotoperiodo regular LO 12:12 h previo al protocolo de desincronización. 

Para la CTG, se comparó los resultados en cada tiempo de muestreo mediante 

una prueba estadística de t-Student entre la condición control con la final. Se 

calculó el área bajo la curva y se comparó entre grupos con una prueba t-Student. 

Para cuantificar la actividad locomotriz se tomaron 3 días de registro en que no 

existiera intervención o cambio súbito de horario de fotoperiodo en cada mes del 

experimento y se cuantificó el total de actividad durante la foto y escotofase; 

también se comparó con la condición control utilizando una prueba de Friedman. 

Para analizar los ritmos ultradianos de los perfiles de actividad se utilizó el 

Nombre del 

oligonucleótido
Secuencia 5’ - 3’

Temperatura 

de alineación
Tamaño

GAPDH

FORWARD: 

CTACCCCCAATGTGTCCGTC 

REVERSE: 

TGAAGTCGCAGGAGACAACC

61° C 153 pb

b-actina

FORWARD: 

GTGGCGTCCTATAAAACCCG 

REVERSE: 

CATCCATGGCGAACTGGTG

61° C 126 pb 

Per1

FORWARD: 

CCATTCTGATGACCCACTCTTC 

REVERSE: 

CCCACCTTGTTCTTCTTCCTC

61° C 214 pb

Bmal1

FORWARD: 

CATCCCACTGTTCCAGGCAT 

REVERSE: 

GCGATGACCCTCTTATCCTGT

61° C 109 pb

Prepro-orexina A y B

FORWARD: 

CACAGTCGAAGACCGCCTCA 

REVERSE: 

CGGCCCAGGGAACCTTTGTAG

64° C 129 pb
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periodograma de Lomb Scargle mediante el paquete ImageJ–ActoJ. El consumo 

de alimento total durante 24 horas se comparó entre grupos utilizando una prueba 

ANOVA de una vía. Para el perfil de consumo se comparó la fase nocturna con la 

fase diurna en la condición control y final del protocolo, mediante una pureba t-

Student. 

En los análisis moleculares, se analizaron los Cq con la prueba ΔCt para obtener 

la expresión relativa de los genes de Per1, Bmal1 y PPO en tejido cerebral. La 

expresión relativa de los genes se comparó mediante una prueba t-Student entre 

los animales experimentales y los controles externos al concluir el protocolo. 

Todos los análisis estadísticos se realizaron utilizando el programa GraphPad 

Prism versión 8.0.0 para Windows. 

 

Resultados y discusión 

Peso corporal y consumo de alimento 

 

Figura 9: Promedio ± EE del peso corporal a lo largo del experimento. A) Ratones de control 
externo, dentro del protocolo de fotoperiodo regular LO 12: 12 h. y B) ratones de control externo, 
con un fotoperiodo LO.  
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El peso corporal de los animales se registró una vez por semana durante todo el 

protocolo. Para el análisis estadístico se tomaron medidas para cada mes y se 

compararon con la condición de control interno (tiempo 0). Esto se llevó a cabo 

tanto para el grupo control externo (Fig. 9-A) como para los animales 

experimentales (Fig. 9-B). No hubo diferencias en ninguno de los grupos y su 

variación por mes no fue significativa, indicando que la exposición en 3 meses que 

duró el experimento a un fotoperiodo irregular no tiene efecto sobre el peso 

corporal. Estos resultados concuerdan con lo reportado por Herrero et al., 2015, 

quienes expusieron a ratas a 3 protocolos de cambios en el fotoperiodo, utilizando 

avances, retrasos y un protocolo mixto. El peso corporal de las ratas no se 

modificó, sin embargo, tampoco lo hizo su actividad locomotriz ni el consumo de 

alimento, por lo que sus resultados son de esperarse ya que no se generó un 

desbalance energético (Hall, et al., 2012; Herrero, et al., 2015). 

En otros protocolos experimentales que consisten en cambios en el horario del 

fotoperiodo o la presencia de luz tenue en la fase de descanso, los resultados 

suelen relacionarse no solo con el cambio de iluminación, sino con la 

disponibilidad y composición del alimento (Bartol-Munier, et al., 2005; Karatsoreos, 

et al., 2011; Oishi, et al., 2013). La gran mayoría de estos protocolos consisten en 

modificar la duración de la fotofase o presentar cambios repetitivos en el ciclo LO. 

En el protocolo del presente trabajo se hicieron estas dos modificaciones en el 

fotoperiodo de manera sutil, lo que nos permitió evaluar tanto las consecuencias 

del cambio de fotoperiodo sobre los patrones de actividad locomotriz, como en el 

consumo de alimento. 
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La ingesta de alimento en 24 horas se registró con la diferencia del peso de las 

brochetas de pellets. Se colectaron datos de ingesta una vez por mes para el 

grupo experimental y se compararon con los datos de consumo con la condición 

control inicial (tiempo 0) (Fig.10). Los análisis estadísticos mostraron una 

disminución significativa en el consumo de alimento en el segundo mes del 

protocolo de fotoperiodo irregular, sin embargo, esta diferencia se perdió en el 

tercer mes.  

 

Figura 10: Consumo total en gramos de alimento durante 24 horas. El tiempo 0 
corresponde al fotoperiodo control LO 12:12 y los meses posteriores al inicio del 
fotoperiodo irregular. Diferencias significativas de la prueba de ANOVA de una vía 
(*p>0.05).  

 

Además, se realizaron grabaciones de video a los animales cuando se registró el 

consumo de alimento en brocheta durante 24 horas en la condición control interna 

y la final, con ello se generó un perfil de ingesta que se muestra en la Fig.11. Para 

ello se graficó el número de eventos cada 10 minutos en los que los animales se 

acercaban a comer y se separaron en la escotofase y en la fotofase. El análisis 
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estadístico no mostró diferencias en la escotofase (Fig. 12-A), pero si un aumento 

de eventos en la fotofase para la condición experimental (Fig. 12-B). 

 

Figura 11: Perfil de consumo de alimento durante 24 horas. Sumatoria del número de 
eventos cada 10 minutos. Para la condición control (tiempo 0) se usaron 6 animales y 
para la experimental (tiempo 3) se usaron 8 animales. La barra inferior representa la fase 
de actividad con la barra oscura y la de reposo con la barra blanca.  

 

 

 

Figura 12: Grafica de frecuencia de consumo durante 24 horas. A) Número de eventos 
presentes en la escotofase. B) Número de eventos presentes en la fotofase. Barras de 
error estándar. Diferencias significativas de la prueba de t-Student (***p>0.0005). 

 

Los resultados del total de consumo coinciden con otros trabajos de ratas y 

ratones alimentados ad libitum con dieta normocalórica, donde su consumo de 

alimento era principalmente en la fase de actividad y no se modificó a lo largo de 
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las semanas que duraron los experimentos (Salgado-Delgado, et al., 2010; 

Trebucq, et al., 2023; Voigt, et al., 2014). Sin embargo, el perfil de ingesta 

obtenido no coincide con otros trabajos en que el peso corporal aumenta por el 

consumo de alimento en la fase de descanso, lo que facilita una condición de 

obesidad en los roedores (Fonken, et al. 2010; Garaulet, et al., 2013, 2014). En el 

trabajo de Salgado-Delgado, et al, 2010 se plantea que restringir el alimento a la 

fase activa de ratas previene la obesidad generada por la actividad y alimentación 

durante la fase de descanso (Salgado-Delgado, et al., 2010).  

Los efectos de la ingesta calórica sobre el peso corporal varían dependiendo de la 

fase del día en que esta ocurra. El consumo de alimento en la fase de reposo 

puede alterar la sincronización entre el reloj central y los periféricos, generando 

alteraciones metabólicas y un desbalance en la homeostasis energética (Garaulet, 

et al., 2014). Así mismo, influye directamente en la expresión de genes reloj en el 

tejido adiposo y puede alterar su patrón diario de acumulación o movilización de 

grasa (Ptitsyn et al., 2006). Los animales que comen durante su fase de reposo 

tienden a consumir más alimento y disminuir su actividad locomotriz total y por 

ende su gasto de energía, lo que podría desencadenar el aumento de peso 

corporal (Arble, D. M. et al., 2009).  

En los ratones experimentales expuestos al protocolo de desincronización, el 

aumento del consumo de alimento en la fotofase demuestra que el protocolo de 

fotoperiodo irregular no afectó la cantidad de consumo total, pero sí llevó a los 

animales a desfragmentar su perfil de ingesta sin tener impacto en el peso 



39 
 

corporal. A pesar de la modificación al perfil de ingesta, el mayor consumo seguía 

siendo en la fase activa (escotofase). 

 

Curva de tolerancia a la glucosa 

De las CTG obtenidas antes y después de la exposición al fotoperiodo irregular, se 

compararon las unidades relativas calculadas para del área bajo la curva mediante 

el estadístico Wilcoxon. No se observaron diferencias significativas entre los 

resultados de las dos condiciones (Fig. 13-A). Sin embargo, con la misma prueba 

estadística se comparó cada punto de tiempo entre la CTG inicial y final y se 

encontraron diferencias significativas (p<0.05) para el minuto 60 de la curva, 

siendo esta mayor en los animales control (Fig. 13- B). Esto nos dice que al 

finalizar el experimento los animales sometidos al protocolo de fotoperiodo 

irregular tuvieron un mejor manejo de la glucosa. 

 

Figura 13: A) Perfil promedio de la CTG en la condición inicial (fotoperiodo control LO 
12:12) y final (fotoperiodo irregular). B) Análisis de unidades relativas del área bajo la 
curva de la curva de tolerancia a la glucosa en condición inicial y final. Barras de error 
estándar. Diferencias significativas de la prueba de t-Student (*p>0.05). 
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Los reportes del metabolismo de la glucosa en la literatura para los protocolos con 

fotoperiodos irregulares son contradictorios. Oishi, et al., (2003), presentaron un 

protocolo con un fotoperiodo LO 3:3 h, donde reporto que el metabolismo de la 

glucosa puede verse alterado sin que los animales aumenten su peso corporal ni 

modifiquen su ingesta de alimento, lo que concuerda con nuestros resultados. Sin 

embargo, Gale at al., 2011, reportaron que un protocolo de 10 semanas con 

avances en el fotoperiodo no es suficiente para generar cambios en el 

metabolismo de glucosa de ratas, así como Karatsoreos, et al., 2011 reportaron un 

aumento en la resistencia a la insulina junto con un aumento en el peso corporal. 

Estas contradicciones pueden deberse no solo a las diferencias en el diseño de 

los fotoperiodos, si no a las diferencias biológicas de cada modelo en específico 

(Gale at al., 2011; Karatsoreos, et al., 2011; Opperhuizen et al., 2015). De igual 

forma, los resultados obtenidos en este trabajo pueden deberse a que los efectos 

generados por el fotoperiodo irregular afectaron a los órganos periféricos de 

manera distinta y el punto temporal donde realizamos la CTG en la condición final 

no corresponde a la misma fase de tiempo circadiano en la que se encontraban 

estos animales en la condición inicial. Además que es esta mejora en la 

movilización de la glucosa podría deberse a un aumento en la insulina circulante 

que podría desencadenar una condición de resistencia.   
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Registro de la actividad locomotora 

De la misma forma que para los otros parámetros, se tomó como el control interno 

los registros de los animales durante el periodo previo al inicio del protocolo de 

fotoperiodo irregular en LO 12:12 h. Para el análisis de los datos de la actividad 

locomotora, se tomaron 3 días durante el periodo de la semana correspondiente a 

los retrasos (martes, miércoles y jueves), en los cuales no hubo intervención 

humana en la cámara de ambiente controlado o cambio en la dirección del 

fotoperiodo y esto se realizó una vez para cada mes de exposición al protocolo de 

fotoperiodo irregular. Posteriormente, estos datos se separaron en fotofase y 

escotofase y se comparó el promedio mediante la prueba de Friedman. En el 

análisis estadístico se demostró la disminución en la magnitud de la actividad en la 

escotofase entre la observada en la condición control y la obtenida para el 

segundo y tercer mes del protocolo (Fig.14-A), así como disminuciones 

significativas para la actividad en fotofase entre la condición control y el primer y 

tercer mes del protocolo (Fig. 14-B). 
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Figura 14: Promedio de eventos de actividad locomotriz (cruces del ratón por el sensor). 
A) Promedio de la actividad durante la escotofase en la condición control (LO 12:12) y 
cada mes durante el protocolo de fotoperiodo irregular, B) promedio durante la fotofase, 
C) promedio de la actividad total durante 24 horas y D) actogramas de 9 individuos en la 
condición control (izquierdo) y durante el protocolo de fotoperiodo irregular (derecha). 
Barras de error estándar. Diferencias significativas de la prueba de Friedman (*p>0.05, 
***p>0.0005).  

Se realizó el mismo análisis para la actividad del grupo control externo en LO 

12:12 h. El estadístico no mostro ninguna diferencia significativa entre las dos 

fases del fotoperiodo (Fig.15), lo que descarta posibles diferencias debidas al 

envejecimiento de los organismos en los tiempos planteados en este estudio. 
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Figura 15: Análisis del registro de actividad (cruces del ratón por el sensor) de 3 días en 
el grupo control externo. A) Promedio de actividad durante la escotofase en la condición 
control (LO 12:12) cada mes, durante 3 meses. B) promedio de actividad durante la 
fotofase, C) promedio de la actividad total durante 24 horas y c) actogramas de 6 
individuos del grupo control externo. Barras de error estándar. 

 

Nuestros resultados coinciden con otros estudios que han reportado la 

disminución en la actividad locomotriz total de los organismos en protocolos de 

actividad forzada o fotoperiodos irregulares (Bartol-Munier, et al., 2005; Barclay, et 

al., 2012; Tsai, et al., 2005). En nuestro experimento, la disminución de la 

actividad locomotora, tanto en la fotofase como en la escotofase en respuesta al 
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protocolo de fotoperiodo irregular no está relacionada con la edad, ya que nuestro 

control externo no presentó disminución en el total de la actividad. La disminución 

observada podría deberse a la desincronización interna de los organismos por el 

protocolo, ya que moléculas como las orexinas que tienen una regulación fótica y 

participan en el mantenimiento de la vigilia, podrían estar siendo reguladas a la 

baja o no coincidir con sus ciclos metabólicos generando un desfase que lleve al 

organismo a modificar la intensidad de su actividad (Marston, et al., 2008; 

Vanitallie, 2006).  

Utilizando los actogramas de los animales en condición control y al finalizar el 

protocolo, se realizó un análisis de componentes ultradianos mediante la 

discriminación de frecuencias ultradianas (12 h de duración de los ciclos o menos) 

de brotes de actividad bajo el análisis del periodograma de Lomb Scargle. Se 

hicieron categorías de frecuencias por hora (Fig. 16). Se observa que hay menor 

frecuencia de los componentes ultradianos en la condición experimental (barras 

grises), ello puede ser interpretado como si el fotoperiodo irregular diera lugar a 

una consolidación de los ritmos circadianos (Fig.16). Dado que los animales 

lograron ajustarse a los cambios en el horario de iluminación, restringiendo más su 

actividad en la escotofase se redujo la dispersión de otros componentes hacia la 

fotofase, lo que es consistente con los resultados de la figura 12. 
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Figura 16: Frecuencia de componentes ultradianos obtenidos por el periodograma de 
lomb scargle por horario entre la condición control y la experimental.   

 

Esta disminución de actividad se presenta también en roedores sometidos a 

protocolos que modifican los ciclos de LO, principalmente cambios de turno y jet-

lag. No obstante, regularmente vienen acompañadas con el aumento en el peso 

corporal y consumo de alimento, resultados que no se obtuvieron en este trabajo 

(Bartol-Munier, et al., 2005; Hsieh, et al., 2014; Tsai, et al., 2005). Estas 

diferencias pueden deberse a que el protocolo de fotoperiodo irregular 

implementado en el presente trabajo es más sutil, buscando asemejar un horario 

con desajustes moderados similar al que se presenta en las sociedades 

modernas. Sin embargo, la distribución ultradiana de la actividad no se refleja en 

la distribución de episodios de ingesta, posiblemente porque los animales reducían 

la actividad ambulatoria permaneciendo más tiempo cerca del comedero y no 

cruzaban los sensores infrarrojos. 

  



46 
 

Expresión génica  

La expresión relativa de los genes PPO, Per1 y Bmal1 en tejido diencefálico, se 

obtuvo analizando los Cq con la prueba ΔCt y esta se comparó entre controles 

externos y la condición experimental, en horario diurno (ZT6) y nocturno (ZT18). 

La comparación entre grupos en la expresión de ARNm de las PPO no mostro 

diferencias, ni entre condición ni entre horarios (Fig.17-A). Estos resultados 

pueden deberse a que solo se tomaron dos puntos temporales, ya que el pico de 

expresión de ARNm de PPO en otros roedores como ratones o ratas comienza al 

inicio de la fase nocturna y esta decae al inicio de la fase diurna, por lo que las 

muestras de mitad del día y mitad de la noche podrían no ser los puntos de 

máxima y mínima expresión, respectivamente (Justinussen et al., 2015; Taheri et 

al., 2000). Además, esta regulación circadiana no se da únicamente a nivel de las 

PPO, si no que ocurre con los receptores OXR1 y OXR2, así como en la 

traducción al péptido orexina A y B, que pueden tener funciones específicas 

dependiendo la zona del cerebro donde se esté llevando la interacción, por lo que 

el efecto provocado por el fotoperiodo irregular pudo darse a diferentes niveles de 

esta regulación (Bourgin, P. et al., 2000; Chen, L. et al., 2010; Ventzke, et al., 

2019).  

La regulación circadiana de las PPO las convierte en un biomarcador circadiano, 

sin embargo, es necesario que en el diseño experimental se tomen muestras para 

generar un perfil de 24 h, ya que con solo dos puntos de tiempo no se puede 

observar si existe un desfase o una atenuación en la expresión relativa. Esto 
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debido a que el sistema circadiano no es el único que las regula y esto ocurre a 

diferentes niveles (Marston, et al., 2008; Sakurai, 2005).  

De igual forma el sistema circadiano no es el único que participa en la regulación 

del sistema de orexinas, sino que estas responden también a estímulos 

metabólicos, lo que le brinda un amortiguamiento para su buen funcionamiento 

(Sakurai, et al., 1998; Vanitallie, 2006; Yamanaka et al., 2003). El perfil de ingesta 

de alimento obtenido en este trabajo mostró una fragmentación del consumo y un 

aumento en la fase diurna, lo que podría estar relacionado con un desfase en las 

señales metabólicas como la leptina y el NPY, que son entradas importantes para 

el sistema orexigénico (Ohno, at al., 2008; Williams, et al., 2001). Esto también 

podría explicar por qué en los animales experimentales no obtuvimos diferencia 

entre el horario diurno y nocturno, así como la variación dentro del mismo grupo. 

 

Figura 17: Expresión relativa del gen de A) Prepro-orexinas B) Per1 y C) Bmal1 en 
diencéfalo. En color azul los animales control y gris los animales experimentales. En liso 
el horario diurno (ZT6) y rayado el nocturno (ZT18). Barras de error estándar. Diferencias 
significativas de la prueba de t-Student (*p>0.05, **p>0.005, ***p>0.0005). 

 

A diferencia de las PPO, se observaron diferencias significativas en la expresión 

relativa de los genes Per1 y Bmal1 (Fig. 17 B y C). En el grupo control, la 
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expresión de Per1 es mayor en ZT18 que en ZT6; mientras que esta diferencia se 

pierde en el grupo experimental. También existe diferencia entre grupos al ZT18, 

donde el grupo experimental reduce la expresión relativa de Per1. Por otra parte, 

en el grupo control no se observó diferencia entre ZT6 y ZT18 en la expresión 

relativa de BMAL1, pero si entre control y experimental al ZT18 en tejido 

diencefálico.  

Estos resultados no coinciden con lo reportado en protocolos de fotoperiodo 

irregular como la deprivación de sueño o estresores crónicos, que presentan 

diferencias en la expresión de los genes que participan en el asa molecular del 

reloj circadiano, con el aumento en Per1 por su regulación a la alta por 

glucocorticoides (Christiansen, et al., 2016; Tahara, et al., 2016; Wisor, et al., 

2008), sin embargo las diferencias en Bmal1 con cambios de fase por su 

interacción con el asa de retroalimentación negativa del reloj indica que esta 

alterada la temporalidad de la expresión de genes de reloj en el tejido hipotalámico 

y que parte de estas diferencias podrían estar relacionadas a una condición de 

estrés generada por el protocolo de fotoperiodo irregular. 

En otro conjunto de resultados obtenidos en ratones N. alstoni obesos (Arellanes-

Licea, et al., 2021), la expresión de las proteínas de PER1 y BMAL1 en el 

hipotálamo estaba disminuida y fuera de fase, en comparación con los organismos 

delgados. En este trabajo dicha disminución solo ocurrió en el horario nocturno, lo 

que podría significar también que los animales experimentales usados en este 

trabajo están fuera de fase, sin embargo, con solo dos puntos temporales de 

muestreo no es posible ver si su expresión cíclica general esta atenuada.  
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Otro de los resultados obtenidos en este trabajo es la disminución de actividad 

locomotriz, que en conjunto con el perfil de ingesta fragmentado y la disminución 

de expresión relativa de genes reloj asemeja características reportadas para la 

condición de obesidad de estos organismos (Arellanes-Licea, et al., 2021; Luna-

Illades et al. 2017; Miranda-Anaya et al. 2019; Pérez-Mendoza et al. 2017). Sin 

embargo, en este trabajo no se observó aumento del peso corporal ni diferencias 

en la ingesta total de alimento. Esto podría significar que, a pesar que el protocolo 

de fotoperiodo irregular utilizado en este trabajo generó un estado de 

desincronización circadiana interna, que se refleja en la fase de genes de reloj en 

el diencéfalo y de manera conductual en la actividad locomotriz e ingesta de 

alimento, existen mecanismos de amortiguamiento que permiten que el estado 

metabólico de los ratones permanezca ajustado. Posiblemente ante una condición 

adicional, como la calidad de la dieta, esta resiliencia mostrada en los ratones 

estudiados se rompa y se muestren efectos sumados de la desincronización y el 

efecto obesogénico de otras variables. 

Debido a la duración del protocolo, estos resultados corresponden a una 

exposición crónica (Panagiotou, et al., 2020; Zhang, et al., 2019), por lo que a 

pesar de que el registro de actividad locomotriz e ingesta de alimento presentara 

diferencias desde la condición inicial, los resultados de la expresión relativa de los 

genes reloj y las PPO pudieron tener variaciones que no se registraron en las 

etapas tempranas del experimento (Walker, et al., 2020; Wang et al., 2023). Un 

protocolo con una mayor duración podría también mostrar por cuanto tiempo 

estaría presente este sistema de amortiguamiento ya que los resultados de la CTG 
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nos marcan una tendencia a la resistencia a la insulina, lo que podría acarrear 

problemas metabólicos que agravarían la desincronización que se reporta en este 

trabajo. 

 

Conclusiones 

-El protocolo de fotoperiodo irregular utilizado en este trabajo de tesis causó la 

disminución en la actividad locomotriz, modificó el perfil de ingesta de alimento, 

mejoró la tolerancia a la glucosa y atenuó la expresión relativa de ARNm de Per1 y 

Bmal1 en el diencéfalo en el ratón N. alstoni.  

-No se observaron modificaciones en el peso corporal de los organismos ni en la 

expresión relativa de ARNm de PPO en tejido diencefálico.  

-Los resultados sugieren la posible existencia de algún proceso amortiguador que 

evita que la desincronización por fotoperiodo cause el incremento en el peso. Esta 

característica es tema de futuros estudios que ayuden a comprender mejor el 

panorama de la desincronización y las salidas metabólicas y conductuales del reloj 

circadiano.  
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