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RESUMEN 

En mamíferos altriciales como el conejo europeo Oryctolagus cuniculus, existe evidencia que desde los 

primeros días de vida, las crías poseen un sistema circadiano funcional. Recientemente se comprobó que 

el sistema circadiano de las crías es sensible y responde a las señales olfativas maternas como la feromona 

2MB2 (2-metilbut-2-enal), por lo que se ha propuesto que la feromona actua como un posible un 

sincronizador no-fotico durante las primeras semanas de vida. Con el objetivo de determinar si la feromona 

actua como un sincronizador para el sistema circadiano de las crías de conejo, primeramente analizamos 

el efecto de la estimulación con pulsos de la feromona 2MB2 sobre las proteínas del reloj molecular en el 

NSQ y BO de conejos neonatos. Durante el día posnatal 7, grupos de animales fueron estimulados ya sea 

con agua destilada, etilisobutirato o 2MB2 en distintos momentos del ciclo, una hora despues de la 

estimulación olfativa los animales fueron sacrificados. Posteriormente mediante inmunohistoquimica se 

detectó la expresión del marcador de actividad neuronal C-FOS, y de las proteínas reloj PER1, CRY1 y 

BMAL1 en el NSQ y en el BO. Encontramos que la proteína C-FOS en el NSQ y BO fue modulada por la 

exposición a 2MB2 y etilisobutirato cuando estos odorantes se presentaron en ZT00 y ZT18. La expresión 

de las proteínas reloj, unicamente fue modulada por 2MB2 cuando se presentó en ZT00 y ZT06. PER1 y 

CRY1 también exhibieron respuestas diferenciales a la estimulación olfativa en las tres capas del BO. Por 

lo que reportamos la modulación temporal de la feromona materna 2MB2 sobre la expresión de las 

proteínas reloj en el NSQ y en el BO de conejos neonatos. 

Adicionalmente caracterizamos el efecto de la exposición diaria a la feromona 2MB2, así como a un cambio 

de fase de 6 horas, sobre la expresión del ritmo de la temperatura corporal, la actividad locomotora, y los 

genes reloj. Desde el nacimiento las crías fueron asignadas aleatoriamente a una de las siguientes 

condiciones: amamantados diariamente por una hembra lactante (NAT); o diariamente estimulados durante 

5 min con un pulso de agua destilada (H2O), etilisobutirato (ETIL) o feromona (2MB2). Estos tres grupos 

fueron alimentados de forma enternal para evitar la influencia materna. La manipulación experimental se 

realizó en el mismo horario desde el día posnatal 1 (P1) y hasta P7. En cuatro grupos adicionales se realizó 

un retrazó de 6 horas en la manipulación experimental apartir de P4 y hasta P7. Se registró la temperatura 

y actividad locomotora de los animales. En P8 el cerebro los animales se extrajo y se realizó la detección 

del RNAm de los genes Per1 y Bmal1 en el NSQ y BO por medio de hibridación in situ. En el patrón de 

temperatura coporal encontramos similitudes entre los animales de los grupos NAT y 2MB2, debido a que 

ambos grupos exhiben un incremento anticipatorio horas antes de que ocurriera la estimulación olfativa. 

Después del cambio de fase, el patrón en los grupos NAT y 2MB2 se ajustó al nuevo horario de estimulación 

olfativa. En contraste los grupos H2O y ETIL exhibieron un patrón atípico, en el que la temperatura 

disminuye horas antes de que estimulación olfativa ocurra. Por lo que consideramos que la presentación 
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diaria de odorantes o la sola alimentación enteral no son suficientes para mantener la estabilidad y el control 

de fase en el patrón temporal de la temperatura corporal. En cuanto la actividad locomotora los cuatro 

grupos mostraron similitud entre sí, y en respuesta al cambio de horario todos ajustaron su fase al nuevo 

horario de manipulación. Sin embargo, después del cambio de horario observamos que el componente 

anticipatorio de la actividad es de menor magnitud en aquellas crías que no recibieron estimulación olfativa. 

Por lo que proponemos que las señales maternas olfativas influyen en la expresión de los ritmos circadianos 

de los conejos neonatos a través de la modulación del componente anticipatorio de las crías. Los genes 

reloj Per1 y Bmal1 en el NSQ y en las tres capas del BO exhibieron un patrón de expresión similar en los 

grupos de animales en los que la manipulación experimental se realizó en el mismo horario. Después del 

cambio de horario, en general, los grupos NAT y 2MB2 mantuvieron el ritmo de 24 horas y mostraron un 

retraso en la acrofase del ritmo. En contraste en los grupos H2O y ETIL observamos la perdida de la 

ritmicidad en el patrón de expresión de dichos genes reloj.  

Dadas las evidencias encontradas en este trabajo, concluimos que la feromona actúa como una señal 

sincronizadora para el sistema circadiano de las crías de conejo europeo. 
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ABSTRACT 

Previous studies performed in European newborn rabbits have suggested that during pre-visual stages of 

development, the circadian system of the pups is sensitive to maternal olfactory cues stating that these cues 

act as non-photic entrainment signals mainly for temperature and behavior. Nevertheless, the mechanisms 

underlying this non-photic synchronization remain unclear.  

To assess the level of influence of maternal olfactory cues (mainly the pheromone 2-methylbut-2-enal 

2MB2) on the molecular clockwork and over rhythmicity of newborn rabbits. First, we determine the effect 

of the olfactory stimulation with 2MB2 on the expression of the activity marker C-FOS and the clock proteins 

PER1, CRY1 and BMAL1, the SCN and the MOB. Hence, 7-day-old rabbits were stimulated with distilled 

water (CON), ethyl isobutyrate (ETHYL) or the pheromone (2MB2) at different times during the cycle, and, 

the expression of C-FOS, PER1, CRY1 and BMAL1 was evaluated in the SCN and in the three layers of 

the MOB. The clock proteins showed diurnal rhythmicity only in the MOB, confirming that central 

pacemakers exhibit a hetero-chronical development of the molecular clockwork. C-FOS expression in the 

SCN and in the MOB was modulated by exposure to ETHYL and to 2MB2 only when these stimulants were 

presented at ZT00 and at ZT18. In contrast, the clock proteins were essentially modulated by 2MB2 at ZT00 

and at ZT06 in both structures. In addition, the PER1 and CRY1 proteins exhibited differential responses to 

stimulation in the three layers of the MOB. This data demonstrated that the mammary pheromone exposure 

has time-dependent effects on clock protein expression in the SCN and in the MOB in newborn rabbits.  

Afterwards, we evaluate the effect of once-daily exposure to olfactory stimulation with 2MB2 on the temporal 

pattern of core body temperature, gross locomotor activity and clock gene expression (Per1 and Bmal1) on 

SCN and MOB in newborn rabbits. For this purpose, rabbit pups were randomly assigned to one of the 

following conditions: From postnatal day 1 (P1) to P7, nursed by a lactating doe (NAT MF); exposed to a 5- 

min pulse of distilled water (H2O MF), ethyl isobutyrate (ETIL MF) or pheromone (2MB2 MF). To eliminate 

maternal stimulation, the pups of the last three groups were artificially fed once every 24 h. To test whether 

if the above-mentioned rhythms can be entrained by 2MB2 daily exposure, in four additional groups (NAT 

CF, H2O CF, ETIL CF y 2MB2 CF) from P4-P7, we introduced a 6-h delay in the handling procedures 

schedule. Continuous recordings from core body temperature and gross locomotor activity were performed 

throughout the entire protocol. On P8, the rabbits were sacrificed, their brains were removed and processed. 

Sections of the hypothalamus containing SCN and MOB were obtained, and in situ hybridization for the 

detection of RNAm of clock genes Per1 and Bmal1 was performed. Consistent with previous reports, we 

found that the NAT MF and 2MB2 MF groups exhibited clear diurnal rhythmicity in core body temperature 

with conspicuous anticipatory rise hours prior to nursing. In contrast, H2O MF and ETIL MF exhibited 

atypical rhythmicity, lacking the anticipatory component. In the groups in which the handling procedures 
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schedule was delay by 6 h, only the animals that received daily olfactory maternal stimulation NAT CF and 

2MB2 CF, exhibited a clear shift in the pattern of temperature. Therefore, we suggest that daily olfactory 

stimulation with ethyl isobutyrate or the sole feeding are not sufficient to maintain stable phase control of 

the pattern of core body temperature. In the locomotor activity, the four groups showed clear similitude in 

their activity patterns, and after the delay in the handling procedures schedule, all showed a corresponding 

shift in the pattern of activity. Nevertheless, we observed that in the anticipatory component of the 

temperature and activity, both the intensity and the duration were similar between the NAT and 2MB2 

groups, while in H2O and ETIL groups, were lower. This effect was maintained even after the 6-h delay. 

Therefore, we propose that olfactory maternal signals influence the expression of the circadian rhythms of 

neonatal rabbits through the modulation of the anticipatory component of the offspring. In the SCN and OB 

the clock genes Per1 and Bmal1 exhibited a similar 24h pattern of expression in the four groups. After the 

delay in the handling procedures schedule, in general, the NAT and 2MB2 groups maintained the 24-hour 

rhythm and showed a delay in the acrophase of the rhythm. In contrast, we observed loss of rhythmicity in 

the expression pattern of the clock genes in the H2O and ETIL groups. 

Based on the evidence found in this work, we conclude that the 2MB2 pheromone acts as a non-photic 

synchronizing signal for the circadian system of European rabbit pups. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Los ritmos biológicos: origen y diversidad 

Prácticamente todos los ecosistemas del planeta tierra se encuentran bajo la influencia 

de fluctuaciones ambientales rítmicas, como la alternancia entre el día y la noche, 

variaciones de temperatura, mareas, cambios estacionales, disponibilidad de alimento, 

riesgo de depredación, entre otros. Dada la presión de selección que estas variaciones 

han impuesto a lo largo del tiempo, los organismos vivos han desarrollado la capacidad 

intrínseca para la regulación temporal de sus procesos fisiológicos. La adquisición de 

esta propiedad trajo consigo el surgimiento de la ritmicidad biológica (Pittendrigh, 1981a).  

Un ritmo se define como una secuencia de eventos repetitivos o cambios de estado, con 

periodos regulares y típicamente controlados por un mecanismo oscilatorio (Webb & 

Oates, 2016). Por lo tanto, cuando se habla de ritmos biológicos nos referimos a la 

recurrencia de cualquier evento en un sistema biológico, en intervalos regulares de 

tiempo (Aschoff, 1981). 

En la naturaleza podemos encontrar una amplia variedad de ritmos biológicos. En general 

la frecuencia de estos ha sido vinculada a diferentes ciclos geofísicos, de esta manera 

podemos encontrar 4 principales ritmos biológicos (Helm & Stevenson, 2014):  

a) Ritmos anuales: Aquellos que ocurren aproximadamente cada 365 días como 

la migración, la reproducción o la hibernación en aves y en mamíferos, estos ritmos están 

ligados al movimiento de translación de la tierra. 

b) Ritmos lunares: Son ciclos cercanos a los 29.5 días, como la reproducción en 

especies marinas, estos ciclos se relaciona con la translación de la luna.  

c) Ritmos mareales: Son aquellos con intervalos de aproximadamente 12.4 horas, 

como los periodos de actividad de algunas especies litorales. Los ritmos mareales 
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guardan una estrecha relación con el movimiento de rotación de la luna y las 

consecuentes transiciones entre marea alta y baja.  

d) Ritmos circadianos: Se trata de ciclos como el sueño-vigilia de los seres 

humanos o la eclosión de las larvas de Drosophila melanogaster, que tienen una duración 

aproximada de 24 horas y están íntimamente ligados al movimiento de rotación de la 

tierra, y a la alternancia entre el día y la noche.  

El presente trabajo se enfocará en estos últimos.  

Parámetros descriptivos de los ritmos biológicos 

El estudio de los ritmos biológicos nos lleva al análisis de variables que presentan 

fluctuaciones cíclicas, dichas fluctuaciones se repiten en intervalos regulares de tiempo, 

existen una serie de parámetros descriptivos que deben ser tomados en cuenta y que a 

continuación se definen (Moore-Ede et al., 1982): 

Fase (ϕ). Estado de la variable en un momento determinado de la oscilación en relación 

a un punto de referencia. 
 

Periodo (T o t). Es el intervalo de tiempo entre dos fases de referencia iguales. Por 

consenso T representa el periodo del sincronizador y t el periodo del oscilador. 

 

Acrofase. Fase de la oscilación en el que la variable tiene su valor máximo. 
 

Nadir. Fase de la oscilación en el que la variable alcanza su valor mínimo. 
 

Amplitud. Diferencia entre el valor máximo y el valor mínimo de la variable. 
 

Mesor. El valor promedio de la variable que oscila. 
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Ritmos circadianos: Características  

Los primeros trabajos que abordan la temática de la fisiología circadiana datan del siglo 

XVIII, en el año de 1729 Jean Jacques d’Órtous de Mairan describió en un sencillo 

experimento lo que ahora se conoce como control nictinástico en la planta Mimosa 

púdica. En la época era sabido que además del plegamiento repentino de los foliolos al 

ser tocados, por el que es nombrada la Mimosa púdica, esta planta también posee 

plegamientos dependientes de la hora del día, ya que sus hojas se mantienen abiertas 

durante el día y se pliegan durante la noche. de Mairan mantuvo dichas plantas en 

oscuridad constante mientras registró los movimientos de las hojas y reportó que en 

ausencia del ciclo luz - oscuridad, el plegamiento y apertura de las hojas sigue ocurriendo 

con un periodo cercano a las 24 horas. Aunque De’Mairan no realizó conjeturas sobre el 

origen de dichas variaciones diarias, su trabajo dejó ver que los ritmos de apertura y cierre 

de las hojas de la Mimosa pudica son independientes de los cambios de iluminación y 

por tanto no se tratan de un simple reflejo pasivo a las variaciones ambientales (Schwartz 

& Daan, 2017). 

Posteriormente en 1832, el renombrado botánico Augustin Pyramus de Candolle 

siguiendo una línea de trabajos posteriores a los de De Mairan, planteó por primera vez 

la hipótesis del origen endógeno de los ritmos circadianos. De Candolle estudió el control 

nictinástico de la Mimosa púdica en luz constante, reportó que bajo estas condiciones el 

periodo de los plegamientos es menor a las 24hrs y que varía entre individuos. A partir 

de estas observaciones de Candolle concluyó que los movimientos cíclicos de la planta 

son inherentes a esta (Moore-Ede et al., 1982). 

Ya entrados en el siglo XX, un cúmulo de trabajos posteriores entre los que se encuentran 

los de Erwin Büning, Hans Kalmus, Curt Richter, Sutherland Simpson, Nathaniel 

Kleitman, Bruce Richardson y Jürgen Aschoff demostraron que la naturaleza de los ritmos 

circadianos es endógena, ya que persiste en condiciones ambientales constantes, al 

mismo tiempo descartaron el papel de las variables geofísicas rítmicas como el origen de 

los ritmos circadianos. Adicionalmente, demostraron que los ritmos circadianos tienen 

orígenes genéticos pues se mantienen por generaciones en ausencia de señales cíclicas, 
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y están extendidos en todos los niveles de organización biológica, desde organismos 

unicelulares, plantas, animales hasta el ser humano (Schwartz & Daan, 2017). 

El fisiólogo Franz Halberg acuñó por primera vez el término circadiano, el cual deriva de 

los vocablos latinos circa-cercano diem-día, para describir los ciclos generados por los 

seres vivos que se aproximan a un periodo de 24 horas (Halberg et al., 1959). Con base 

en este criterio se ha propuesto la subdivisión de los ritmos circadianos en, los ritmos 

ultradianos aquellos con periodos menores a 24 horas y los ritmos infradianos los cuales 

presentan periodos mayores a 24 horas (Aschoff, 1981). 

Una de las características más importantes de los ritmos circadianos es la compensación 

de la temperatura. A diferencia de lo que ocurre en la mayoría de los procesos biológicos, 

en los que el aumento de la temperatura acelera los procesos bioquímicos, mientras que 

la disminución los desacelera, en los ritmos circadianos los cambios de temperatura no 

afectan el periodo y ni la fase del ritmo (Pittendrigh & Caldarola, 1973). Lo anterior es una 

evidencia adicional que señala el origen endógeno de las oscilaciones circadianas. Sin 

embargo, cabe aclarar que los cambios de temperatura pueden sincronizar la actividad 

de los osciladores (Buhr et al., 2010). 

Historicamente se propone que la ritmicidad circadiana es generada de forma autónoma 

por los organismos, como parte de los procesos intrínsecos de regulación fisiológica, y 

tiene como finalidad estimar el paso del tiempo y acoplar la fisiología del organismo a los 

cambios cíclicos ambientales (Moore-Ede et al., 1982; Aguilar-Roblero, 1993; Pittendrigh, 

1993). 

El sistema circadiano  

En un principio se describió al sistema circadiano en un sencillo modelo linear conformado 

por tres componentes esenciales: 

Osciladores: Células o grupos de células capaces de generar oscilaciones autónomas 

y auto sostenidas en su fisiología. Un grupo de osciladores puede acoplarse y formar un 

marcapasos, es decir, sincronizar sus oscilaciones entre sí, generando oscilaciones más 

robustas para regular la fisiología de otras células (Herzog, 2007).  
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Aferencias: Se trata de las vías de entrada sensorial de la información cíclica ambiental, 

a través de estas se transmite la información de las señales temporales externas hacia 

los osciladores (Kuhlman et al., 2007). 

Eferencias: Son las vías de salida de la información rítmica generada por los osciladores, 

dicha información se transmite a múltiples efectores para ser expresada a nivel 

conductual, fisiológico o molecular (Korf & von Gall, 2013).  

Cabe mencionarse que, aunque la conceptualización del sistema circadiano se divide en 

tres entidades discretas, la conformación de estas entidades varía dependiendo de los 

organismos. Por ejemplo, en el caso de los seres unicelulares los tres componentes 

residen en la misma célula (Korf & von Gall, 2013). 

En la actualidad este primer modelo ha sido rebasado por los descubrimientos recientes, 

ya que se sabe que existen múltiples osciladores en el organismo que interactúan para 

producir los diversos ritmos circadianos, a su vez los marcapaso y osciladores se 

retroalimentan y son regulados por los diversos procesos rítmicos dentro del organismo. 

Sin embargo, este modelo ha sido sumamente útil para conceptualizar las partes que 

integran al sistema circadiano y poco a poco a través de las aportaciones de la 

investigación integrar los componentes y funciones nuevos para crear un modelo más 

actual y complejo (Figura 1).  

 

 

Figura 1. Esquema representativo de la organización del sistema circadiano en mamíferos. La información 

temporal de las señales ambientales es comunicada a través de las vías de entrada, esta información incide 

sobre la actividad del marcapasos (NSQ) y de los diversos osciladores periféricos (OP) en el organismo. El 

marcapasos es el encargado de coordinar la actividad de los osciladores, sincronizando así la ritmicidad 
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del organismo a la ocurrencia de las señales ambientales. La ritmicidad se expresa en el organismo a nivel 

conductual, fisiológico y molecular. A su vez está información rítmica incide sobre la actividad del 

marcapasos (NSQ) y los diversos osciladores (OP), mismos que se encuentran modulando la sensibilidad 

a las señales rítmicas. 

Bases Teóricas  

Uno de los procesos más relevantes para el sistema circadiano es la sincronización, pues 

a través de este los osciladores internos ajustan su funcionamiento (fase y periodo) a la 

ocurrencia de las señales cíclicas ambientales. Dichas señales se denominan 

sincronizadores o zeitgeber (termino de origen alemán que se traduce literalmente 

como “dador de tiempo”) y fungen como guías para que un organismo se pueda orientar 

respecto al tiempo geofísico (Aschoff, 1981; Pittendrigh, 1981a, 1993).  Para que la 

sincronización se lleve a cabo se deben cumplir tres condiciones: a) La señal ambiental 

sincronizadora debe ser regular y predecible, b) Los osciladores internos deben ser 

sensibles a esta señal, y c) La señal sincronizadora debe producir una corrección diaria 

de la fase del oscilador (Pittendrigh, 1981b). 

En ausencia señales sincronizadoras, el ritmo exhibirá el periodo endógeno; a este 

fenómeno se le conoce como oscilación espontánea o libre corrimiento (Pittendrigh, 1960; 

Klein, 2004). 

La luz actúa como la principal señal sincronizadora para los seres vivos, 

consecuentemente la gran mayoría de la literatura se ha enfocado al estudio de esta 

señal. Sin embargo, existen una amplia variedad de señales cíclicas no relacionadas con 

la luz llamadas señales no-fóticas, cuya eficacia y relevancia para el organismo depende 

de las características fisiológicas y los nichos ecológicos que este ocupe. Entre algunas 

de las señales no-fóticas capaces de modular los ritmos circadianos reportadas en la 

literatura, se encuentran la disponibilidad de alimento, las interacciones sociales 

conspecíficas e interespecíficas, la temperatura, la luna, la presión hidrostática y señales 

químicas volátiles entre otras (Bloch et al., 2013). 

La teoría sobre el sistema circadiano propone que a fin de que la sincronización se lleve 

a cabo la señal sincronizadora debe ajustar la fase y el periodo endógeno del oscilador 

haciendo una corrección diaria, para igualar el periodo del oscilador interno con el de la 
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señal externa (T ≈ t) (Pittendrigh, 1981b). Históricamente se han propuesto dos modelos 

teóricos para explicar los mecanismos a través de los cuales se lleva a cabo la 

sincronización. 

 El primero es conocido como Modelo de Sincronización Paramétrica también llamado 

continuo o tónico, establece que el sincronizador ejerce control sobre la fase y el periodo 

del marcapasos modificando su velocidad angular, la cual será proporcional a la 

intensidad de la señal sincronizadora. De modo que continuamente se ejercerá efecto 

sobre el oscilador acelerándolo en algunas fases del ciclo y desacelerándolo en otras 

(Daan & Aschoff, 2001; Roenneberg et al., 2003). 

El segundo modelo llamado no Paramétrico, discreto, o fásico, plantea que el 

marcapasos será sensible al sincronizador solo en ciertas fases del ciclo. Por lo que de 

acuerdo a este modelo, la sincronización ocurre a través de un reinicio diario del 

oscilador, con avances o retrasos de fase (Daan & Aschoff, 2001; Roenneberg et al., 

2003). 

Una de las herramientas más útiles para el estudio de los mecanismos de sincronización 

es la curva de respuesta de fase (CRF). La CRF es una representación gráfica de la 

dinámica de cierta variable bajo el control del oscilador circadiano, cuando un organismo 

es sometido a la estimulación con una posible señal sincronizadora en horas del día 

específicas. Si es una verdadera señal sincronizadora para el sistema circadiano del 

organismo, se producirán cambios de fase (DF) en el ritmo de la variable en cuestión, los 

cuales dependerán del momento del ciclo en el que se haya presentado la señal 

(Decoursey, 1960; Golombek & Rosenstein, 2010).  

En la Figura 2 se ejemplifica el proceso de construcción de una CRF, donde los bloques 

superiores representan actogramas de la actividad locomotora de varios individuos de 

una especie nocturna (A, B, C, D, E) los cuales después de estar en un ciclo luz oscuridad 

(LO), son sometidos a condiciones de oscuridad constante (OO). Varios ciclos después 

en cuanto el periodo endógeno de los individuos es evidente, los animales son 

estimulados con pulsos de luz (cuadro amarillo) en diferentes fases del ciclo. La fase en 

la que se aplica el estímulo se expresa en la escala de tiempo circadiano (TC), el día 

subjetivo se define entre TC0 y TC12 mientras que la noche subjetiva entre TC12 y TC24. 
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Para evaluar el cambio de fase en respuesta al estímulo, se toma como referencia el 

inicio de la actividad locomotora y se resta la fase inicial (antes del pulso) de la fase final 

(después del pulso) (Floessner & Hut, 2017). 

Posteriormente se elabora un gráfico para representar la dirección y la magnitud de los 

cambios de fase en el que en el eje de las x se representa las fases del tiempo circadiano 

en horas en las que los pulsos de luz fueron administrados, mientras que en el eje de las 

y se representa los cambios de fase, graficándose como números negativos los retrasos 

y positivos los avances.  

 

 

Figura 2. Construcción de una curva de respuesta de fase. (Descripción en el texto). (Modificada de 

(Dunlap et al., 2003)).  

 

Con base en la gráfica anterior, se pueden identificar tres zonas de respuesta, la zona 

muerta durante el día subjetivo donde no se generan cambios de fase, la zona de retrasos 

durante la primera mitad de la noche subjetiva y la zona de avances en la segunda mitad 

de la noche subjetiva. Este patrón es típico de las señales fóticas. También se ha descrito 
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un segundo patrón caracterizado por cambios de fase durante el día subjetivo y se ha 

asociado a señales no-fóticas (Golombek & Rosenstein, 2010). 

Alternativamente los cambios de fase producidos por el estímulo presentado en las 

distintas fases circadianas se pueden representar en una curva de transición de fase en 

la que se grafica la fase anterior al estímulo vs la fase posterior al estímulo. La pendiente 

de esta grafica nos habla de la sensibilidad del oscilador al estímulo (Floessner & Hut, 

2017). 

Osciladores y marcapasos 

En organismos unicelulares se reconoce que cada célula actúa como un oscilador 

circadiano independiente, esto queda de manifiesto en especies como el dinoflagelado 

marino Gonyaulax polyedra o el hongo filamentoso Neurospora crassa, en las que se han 

registrado ritmos circadianos en la expresión genética, la división celular o la conidación 

en células aisladas (Lakin-Thomas & Brody, 2004; Bell-Pedersen et al., 2005). 

En organismos multicelulares con diferenciación de tejidos, se sabe que las funciones 

oscilatorias autónomas se han concentrado en un tipo particular de células acopladas 

entre sí, conocidas como marcapasos. Los marcapasos son los encargados de coordinar 

la ritmicidad específica de los tejidos, mantener la precisión y la coherencia rítmica en el 

organismo (Bell-Pedersen et al., 2005). 

 La primera evidencia de la existencia de marcapasos circadianos autónomos se detectó 

en Bulla gouldiana. En este caracol marino las neuronas basales de la retina (NBR) son 

fotosensibles, se activan durante el día y permanecen en reposo durante la noche. Si el 

tejido es mantenido en cultivo, la actividad de las neuronas se sigue sincronizando con la 

luz del día y aún en oscuridad constante continúa siendo rítmica con un periodo de 23.74 

horas en promedio. Cuando las neuronas son aisladas entre sí, estas presentan cambios 

rítmicos en la conductancia iónica. De manera que las NBR constituyen en si un sistema 

circadiano, las aferencias el oscilador y las eferencias estarían dentro de las mismas 

células ya que reciben la información temporal directamente de la luz al ser fotosensibles, 

sincronizan su actividad con el ciclo luz oscuridad y regulan la fisiología del resto de las 

células del caracol (Vansteensel et al., 2008). 
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Entre los marcapasos ya identificados se encuentran las neuronas ventrolaterales del 

cerebro de Drosophila melanogaster, células de la retina de anfibios y aves, así como la 

glándula pineal de aves, peces y reptiles (Bell-Pedersen et al., 2005). 

El Núcleo Supraquiasmático: marcapasos de mamíferos 

En el caso de los mamíferos hay una estructura especializada alojada en el hipotálamo, 

que actúa como marcapasos en el sistema circadiano, regulando y coordinando la 

actividad de todos los osciladores internos, el Núcleo Supraquiasmático (NSQ).  

La localización, tamaño relativo y la organización estructural del NSQ se encuentran 

altamente conservados entre los mamíferos. El NSQ es una estructura bilateral, situada 

dorsal al quiasma óptico y lateral al tercer ventrículo, en la zona peri-ventricular del 

hipotálamo anterior (Figura 3). Está constituido por una alta densidad celular, en murinos 

adultos se estima que está conformado por alrededor de 20,000 células (neuronas y 

astroglía). Su morfología varía a largo del eje rostrocaudal (Welsh et al., 2010). 

Anatómica y funcionalmente las poblaciones neuronales del NSQ se dividen en dos 

áreas: la región ventrolateral (NSQvl) también llamada marginal se encuentra adyacente 

al quiasma óptico y recibe la inervación de la retina, el principal neurotransmisor presente 

en las neuronas de esta región es el polipéptido vasoactivo intestinal (VIP), aunque 

también se puede encontrar en menor medida células que expresan calretinina, 

neurotensina, y el péptido liberador de la gastrina (GRP). La región dorsomedial (NSQdm) 

o interna envuelve parcialmente a la región ventral y está densamente inervada por esta, 

mientras que las proyecciones de la región dorsal hacia la ventral son más escasas. Se 

ha detectado abundante presencia de arginina vasopresiona (AVP) en esta región, así 

como en menor medida angiotensina II y met-encefalina. En la mayoría de las células del 

NSQ al mismo tiempo se expresa el ácido gama-aminobutírico (GABA), aunque también 

se presentan algunas neuronas glutamatérgicas. Cabe mencionar que la morfología del 

NSQ, la presencia y ausencia de neuropéptidos varía considerablemente entre especies 

(Moore et al., 2002; Morin, 2007; Welsh et al., 2010; Moore, 2013). 
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Figura 3. Microfotografía de un corte coronal del cerebro de un lagormorfo adulto con una tinción de Nissl 

mostrando la ubicación del NSQ. La imagen izquierda muestra un acercamiento al hipotálamo, QO: 

quiasma óptico, IIV: Tercer ventrículo, NSQ: Núcleo supraquiasmático. 

 

La identidad del NSQ como principal marcapasos de mamíferos, fue revelada gracias a 

los trabajos realizados durante la década de los 70s por Robert Y Moore, Fred Stephan 

e Irvin Zucker. Moore fue el primero en describir una vía de comunicación no visual 

proveniente de la retina que inerva directamente al NSQ, conocida como tracto retino 

hipotalámico (TRH) (Moore & Lenn, 1972). Posteriormente tanto el grupo de Moore como 

el de Stephan y Zucker, publicaron los dos primeros fundamentos para la localización del 

principal marcapasos en mamíferos, demostrando a través de lesiones electrolíticas la 

participación del NSQ en la generación de los ritmos circadianos, pues su eliminación 

completa abate los ritmos de la secreción de corticosterona adrenal, actividad locomotora 

e ingesta de agua en roedores (Moore & Eichler, 1972; Stephan & Zucker, 1972). A partir 

de este momento, los estudios se enfocaron en la identificación de las propiedades de 

las células que conforman al NSQ. Los primeros estudios revelaron que las neuronas de 

este núcleo exhiben actividad metabólica diferencial a lo largo del día, presentando una 

mayor actividad a mitad de la fase luminosa, y una posterior disminución durante la fase 

oscura (Schwartz & Gainer, 1977). 

Una de las primeras evidencias sobre la autonomía en el funcionamiento circadiano de 

las células que conforman el NSQ, se obtuvo aislando una isla de tejido hipotalámico, en 

animales previamente enucleados. Al medir la actividad eléctrica de áreas circuncidantes 



 

 16 

al hipotálamo se observó la perdida de la ritmicidad, mientras que la isla hipotalámica que 

contenía al NSQ fue capaz de sostener la ritmicidad aún sin la presencia de las 

conexiones neurales con el resto del cerebro (Inouye & Kawamura, 1979). De forma 

similar en estudios donde se monitoreó la actividad eléctrica de rebanadas hipotalámicas 

que contenían NSQ, se observaron oscilaciones sostenidas hasta por tres días (Green & 

Gillette, 1982). En conjunto estos trabajos indican que las neuronas del NSQ constituyen 

un marcapasos circadiano autónomo. 

En uno de los trabajos pioneros que identificó al NSQ como el marcapasos circadiano en 

mamíferos publicado en 1984, ratas que recibieron una lesión electrolítica en el NSQ y 

que perdieron la función rítmica en la ingesta de agua, recibieron un trasplante de un 

bloque de tejido fetal de hipotálamo anterior que contenía NSQ, después de 4 semanas 

el ritmo diurno fue recuperado (Drucker-Colín et al., 1984). Por otro lado, haciendo uso 

de la mutación autosómica tau, descubierta en el hámster dorado Mesocricetus auratus, 

la cuál acorta el periodo de actividad del animal en oscilación espontanea (t=20), se llevó 

a cabo un elegante estudio donde hámsters con una lesión completa del NSQ y por ende 

arrítmicos, recibieron un trasplante de hipotálamo fetal. Dicho trasplante fue capaz de 

restaurar los ritmos circadianos de actividad locomotora del animal hospedero, con el 

periodo endógeno y la fase del ritmo del donador (Ralph et al., 1990). Estudios 

posteriores demostraron que inclusive si se utilizaban células del NSQ en suspensión, la 

ritmicidad en la actividad locomotora era restaurada (Silver et al., 1990). Lo cual indica 

que, para ritmos como la actividad locomotora, no es necesaria la integridad estructural 

del NSQ. 

A nivel celular, se sabe que las células del NSQ aisladas exhiben oscilaciones circadianas 

en su actividad eléctrica, esto significa que cada célula es capaz de oscilar de forma 

independiente (Welsh et al., 1995). Sin embargo, mientras que las células disociadas 

exhiben grandes variaciones en el periodo y fase, en los explantes de tejido de NSQ la 

distribución del periodo y las fases son más estables. Por lo que se plantea que la 

sincronización entre las células del NSQ se lleva a cabo a través de uniones 

comunicantes, la comunicación con la glía, la liberación de neurotransmisores locales 

dependientes de fase, la señalización paracrina y la comunicación glutamatérgica 
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ipsilateral. (Colwell, 2011; Tso et al., 2017). Lo anterior sugiere que el intrincado 

acoplamiento que se da entre las células del NSQ no solo depende de las oscilaciones 

independientes de cada célula si no de la comunicación entre ellas, a su vez, de este 

depende el acoplamiento con los diversos osciladores presentes en el cuerpo y 

finalmente la expresión coherente de la ritmicidad en el organismo (Aton & Herzog, 2005; 

Liu et al., 2007). 

Estas, y otras numerosas evidencias constataron que el NSQ funciona como una entidad 

anatómica encargada de generar y mantener el acoplamiento entre la ritmicidad 

circadiana de los numerosos osciladores del cuerpo.  

Mecanismos moleculares de la generación de la ritmicidad: los genes reloj 

Los primeros trabajos para dilucidar los mecanismos de generación de la ritmicidad 

circadiana utilizaron como modelo insectos, debido a la practicidad de trabajar con 

organismos menos complejos en cuanto a la manipulación genética. Durante la década 

de los 70s se identificó la mutación de un gen en el cromosoma X de la mosca de la fruta, 

D. melanogaster, una de las variantes modificaba la duración del periodo del ritmo de 

actividad y de eclosión mientras que la otra hacia al organismo arrítmico, el gen fue 

llamado Periodo (Per) (Konopka & Benzer, 1971). A partir del descubrimiento del gen Per 

en moscas y su participación en la generación de la ritmicidad circadiana, se fueron 

agregando componentes al reloj mediante manipulaciones genéticas y análisis de 

fenotipos conductuales, aunado al estudio de los componentes moleculares que 

interactuaban con el gen Per (Ko & Takahashi, 2006; Takahashi et al., 2008). 

Actualmente se sabe que a nivel molecular los mecanismos del reloj circadiano 

comparten homología entre especies, son altamente conservados, ya que en todos los 

taxa coincide con la formación asas de trascripción/traducción autoreguladas negativa y 

positivamente a través de las cuales, se lleva a cabo la producción rítmica del RNA y de 

las proteínas involucradas en el reloj circadiano (Bell-Pedersen et al., 2005; Ko & 

Takahashi, 2006; Webb & Oates, 2016). 

En mamíferos se propone que, en la parte central del asa molecular, se encuentran cuatro 

factores transcripcionales, dos activadores Circadian Locomotor Output Cycles Kaput 
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(CLOCK, por sus siglas en inglés) y Brain and Muscle Aryl hydrocarbon receptor 

translocator-like protein 1 (BMAL1, por sus siglas en inglés) y dos represores Period 

(PER, por sus siglas en inglés) y Cryptochrome (CRY, por sus siglas en inglés). 

Al inicio del día en citoplasma de cada célula, se da la formación del heterodímero 

CLOCK-BMAL1 el cual se transloca al núcleo y activa la transcripción al unirse a las cajas 

E en el dominio (CACGTG) de los promotores de tres genes Per1, Per2 y Per3 y dos 

genes Cry1 y Cry2. En el transcurso del día Per y Cry son traducidos, al final del día el 

nivel de sus respectivas proteínas aumenta, propiciando la formación del heterodímero 

PER-CRY que se transloca del citoplasma al núcleo de la célula para inhibir la actividad 

de CLOCK-BMAL1 y por tanto su propia transcripción. El balance en los niveles de las 

proteínas PER y CRY y por consecuencia el tiempo de la entrada al núcleo es regulado 

por las cinasas CKI (casein cinasa I) o CK (casein cinasa) que fosforilan a PER para 

estimular su degradación proteosomal, mientras que el complejo FbXL3 de ubiquitina E3 

ligasa regula la degradación de CRY (Figura 4) (Mohawk et al., 2012). 

Existen asas adicionales que se entrelazan con el asa central, en estas se encuentran 

involucrados los receptores nucleares huérfanos relacionados con retinoides Rev-erb a,g 

y Ror a,b y g. El heterodímero CLOCK-BMAL1 activa la transcripción de Rev-erb y Ror. 

A su vez los productos proteicos REV-ERB y ROR regulan la trascripción del Bmal1 al 

competir por la unión con elementos de respuesta a los receptores huérfanos 

relacionados con retinoides (ROREs) presentes en el promotor de Bmal1. Mientras que 

REV-ERB actúa regulando negativamente, ROR activa la transcripción de Bmal1 (Panda 

et al., 2002; Reppert & Weaver, 2002; Ko & Takahashi, 2006; Mohawk et al., 2012; Zheng 

& Sehgal, 2012).  

Toma cerca de 24h para completar un ciclo de esta asa autoregulada de 

retroalimentación, por lo cual se dice que constituye un reloj molecular, el cuál genera la 

ritmicidad en cada una de las células que lo expresan.  
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Figura 4. Mecanismo molecular propuesto para la generación de la ritmicidad circadiana en mamíferos: 

Asa de retroalimentación transcripcional y traduccional que involucra al activador transcripcional CLOCK-

BMAL1 y a sus genes blanco Per, Cry cuyos productos regulan negativamente la acción del dímero, y a 

los genes Rev-Erba y Rora cuyos productos ejercen una regulación negativa y positiva respectivamente 

sobre Bmal1, regulando así su propia transcripción. (Modificado de Bell-pedersen et al., 2005). 

 

Aferencias y eferencias del sistema circadiano de mamíferos 

Como se mencionó anteriormente las aferencias y eferencias son las vías de 

comunicación de la información rítmica al marcapasos (Figura 5). En el caso de las 

aferencias se han caracterizado tres vías importantes:  

Tracto retinohipolámico (TRH). En mamíferos es la única vía directa de entrada de la 

información temporal luminosa hacia el marcapaso circadiano. Es una vía monosináptica 

que se forma de los axones de las células ganglionares de la retina y converge en el NSQ 

(Moore & Lenn, 1972).  
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 A diferencia de otros vertebrados que poseen fotoreceptores extraoculares, en 

mamíferos las únicas células fotosensibles se encuentran en la retina, las células 

ganglionares de la retina intrínsecamente fotosensibles o por sus siglas en ingles ipRGs, 

dichas células expresan el fotopigmento melanopsina (Berson, 2003).  

La vía de señalización que activa a las neuronas del NSQ en respuesta a estímulos 

fóticos, comienza cuando las ipRGs al ser estimuladas con un pulso de luz, liberan 

glutamato y polipéptido activador de la adenilato ciclasa de la pituitaria (PACAP) en los 

contactos sinápticos de las células del NSQ. El glutamato actúa en los receptores NMDA 

y AMPA despolarizando la membrana de las células del NSQ, lo que conlleva de forma 

directa e indirecta a la entrada de iones de calcio, los cuales activan una compleja red de 

transducción de señales a través de cinasas, entre las que participan la cinasa 

dependiente de calcio-calmodulinas (CaMK), la cinasa activada por mitógenos (MAPK) y 

la cinasa A (PKA). La activación de las cinasas promueve la fosforilación del elemento de 

unión en respuesta a AMPc (CREB), la activación de CREB induce la transcripción de 

genes al unirse a los elementos de respuesta a calcio/AMPc (CREs). Los promotores de 

los genes Per1 y Per2 poseen sitios de unión CREs para CREB, por tanto, la transcripción 

de estos genes reloj puede ser inducida por pulsos de luz durante la noche subjetiva. 

Pulsos de luz durante la noche también son capaces de inducir la trascripción de genes 

de expresión temprana como c-Fos, fos B, y junB, ya que los promotores de estos genes 

poseen secuencias CRE que probablemente emulen el mecanismo de inducción 

luminosa de los genes Per1 y Per2. De esta manera la respuesta del NSQ a las señales 

luminosas está modulada de forma temporal (Caldelas et al., 1998; Hirota & Fukada, 

2004; Carlezon et al., 2005; Michel et al., 2006; Dibner et al., 2010; Welsh et al., 2010).  

 El tracto genículo hipotalámico (TGH). Este tracto se origina de neuronas de la hojuela 

intergeniculada (IGL), una región del cuerpo geniculado lateral del tálamo a la que el TRH 

también proyecta bilateralmente. El TGH en roedores mayormente inerva la región 

marginal del NSQ y representa una vía indirecta de la entrada de la información fótica. 

Las fibras del TGH liberan neuropéptido Y (NPY), que predominantemente inhibe las 

células del NSQ, adicionalmente también se libera GABA para reforzar la naturaleza 

inhibitoria de la proyección (Moore, 2013; Morin, 2013). 
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Figura 5. Resumen de las principales conexiones del NSQ. BST, núcleo del lecho de la estría terminal; 

DMH, núcleo dorsomedial del hipotalámo; LSN, núcleo septal lateral; POA, área preóptica; PT, núcleo 

paratenial; PSCN, núcleo perisupraquiasmático; PVH, núcleo paraventricular del hipotalámo; PVT, núcleo 

paraventricular del tálamo; RE, núcleo reuniens; LSPVZ, área subparaventricular lateral; MSPVZ, área 

subparaventricular medial; VTA, área tuberal ventral; ZI, zona incerta. (Modificado de Moore, 2013). 

 

El núcleo medial del Rafé (MR). Inerva la zona ventrolateral del NSQ y libera serotonina 

en sus contactos sinápticos. Ambas aferencias (TGH y MR) en animales nocturnos, 

participan en ajustar el inicio de la actividad con el comienzo de la fase obscura. Se ha 

propuesto estas aferencias pueden transmitir información no-fótica hacia el NSQ, como 

la temperatura o el movimiento. A través de estas vías diversos estímulos también 

pueden ejercer influencia como sincronizador de los ritmos circadianos (Mikkelsen & 

Vrang, 1994; Moore et al., 2002; Aguilar-Roblero et al., 2004; Morin & Allen, 2006). 

Además de estas tres vías también se han encontrado otras aferencias al 

supraquiasmático que se originan de estructuras hipotalámicas, por ejemplo, las 

neuronas orexigénicas del hipotálamo lateral inervan densamente al NSQ, la orexina 

altera la actividad neuronal del NSQ y actúa para acentuar la acción del NPY, lo cual 

implica que esta conexión también comunica información no-fótica (Burt et al., 2011). El 

PVT también participa como modulador de la respuesta del NSQ a la luz, principalmente 
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durante el final de la noche; además de ser una vía de entrada de información visceral y 

de modalidades sensoriales no-fóticas hacia el NSQ (Salazar-Juárez et al., 2002). 

Las inervaciones del TRH, TGH y del MR convergen particularmente en la zona ventral 

del NSQ. Por lo que se piensa que las neuronas del NSQ estarán integrando la 

información fótica y no-fótica para adaptar la fase del reloj molecular y conseguir la 

sincronización del sistema circadiano a las señales ambientales externas (Moore, 2013; 

Morin, 2013). 

Vías	eferentes	

Como marcapasos circadiano el NSQ debe sincronizar al resto de los osciladores 

presentes en el organismo, este proceso se logra gracias a la comunicación de las 

señales rítmicas a otras áreas cerebrales encargadas del control de los procesos 

fisiológicos, metabólicos y conductuales de los mamíferos (Buijs & Kalsbeek, 2001; 

Saper, 2013). A través de marcajes anterógrado y retrogrado de las neuronas del NSQ 

se ha demostrado que existen conexiones sinápticas directas e indirectas con varias 

regiones cerebrales, como son el hipotálamo, el telencéfalo basal, el tálamo ventral y la 

región medial del tálamo, el sistema olfativo, límbico y los órganos circumventriculares 

(Krout et al., 2002; Moore, 2013).  

Se ha demostrado que muchos núcleos hipotalámicos, proyectan recíprocamente al NSQ 

y están implicados en la regulación circadiana de distintas funciones fisiológicas entre 

estos se encuentran: el área preóptica (POA), el núcleo paraventricular (PVN), el núcleo 

subparaventricular dorsal (SPZd) relacionado con el control de la temperatura corporal, 

el núcleo subparaventricular ventral (SPZv) implicado en el control de niveles de actividad 

locomotora, el ciclo de sueño-vigilia, y el núcleo dorsomedial (DMH) implicado en el 

control de la actividad locomotora, el sueño, la alimentación y niveles de secreción de 

hormonas relacionadas con el estrés (Watts et al., 1987; Chou et al., 2003; Saper et al., 

2005; Abrahamson & Moore, 2006; Morin, 2007, 2013). Por lo que se plantea que algunas 

de las conexiones directas del NSQ con áreas cerebrales específicas son el primer relevo 

de las vías de sincronización más complejas, que eventualmente regulan la ritmicidad del 

organismo entero.  
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Existe también una especialización en la organización de las aferencias y eferencias en 

la anatomía del NSQ. El cerebro basal, la corteza límbica, el área septal y el tallo cerebral 

proyectan principalmente a la zona interna del NSQ, mientras que las proyecciones de la 

IGL, el MR y la retina se dirigen a la región marginal. Las proyecciones eferentes al 

MSPVZ, POA, DMH, PVH, BST, ZI, PVT, PT y RE provienen de la zona interna, mientras 

que las que inervan al PSCN, LSPVZ, VTA y LSN provienen de la región marginal 

(Abrahamson & Moore, 2001; Vrang et al., 2003; Kriegsfeld et al., 2004; Deurveilher & 

Semba, 2005; Morin & Allen, 2006; Morin, 2007). 

Se considera que diversos núcleos cerebrales, principalmente el hipotálamo adyacente y 

los osciladores periféricos, comunican señales temporales internas al NSQ que influyen 

en su actividad. En dicha comunicación pueden estar implicadas diversas señales 

intracelulares como, desfosforilación, acetilación, metilación, cambios de pH, o el estado 

de oxidación, señales extracelulares como neurotransmisores, intercambios iónicos 

transmembranales, melatonina, el alimento, presión sanguínea, y la actividad locomotora, 

entre otros (Dibner et al., 2010; Mohawk et al., 2012; Saper, 2013). Finalmente, todas las 

señales rítmicas entrantes y salientes interactúan, estas son integradas para regular el 

estado fisiológico del organismo formando así una compleja red de regulación 

homeostática (Buijs & Kalsbeek, 2001; Buijs et al., 2016). 

Los osciladores periféricos en mamíferos   

La naturaleza autónoma de los ritmos circadianos establece que en los organismos 

multicelulares cada célula puede funcionar como un oscilador, por lo que teóricamente 

en un mismo organismo existen múltiples osciladores. Gracias al descubrimiento de la 

maquinaria molecular necesaria para la generación de los ritmos circadianos, ha sido 

posible comprobar que la expresión rítmica de los genes reloj no es exclusiva del NSQ, 

ya que los genes reloj se expresan con ubiquidad en las células de mamífero (Takahashi, 

2016).  
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Utilizando la técnica de la bioluminiscencia1 en las últimas décadas se ha demostrado 

que un número importante de tejidos exhiben oscilaciones de los componentes centrales 

del asa circadiana. A nivel de sistema nervioso central (SNC) se han registrado 

oscilaciones rítmicas de genes reloj en diversos núcleos del tálamo y del hipotálamo tales 

como el núcleo paraventricular, el núcleo arcuato, la amígdala, el cerebelo, la retina y el 

bulbo olfativo (BO) (Abe et al., 2002; Granados-Fuentes et al., 2004a; Guilding & Piggins, 

2007). Explantes de otros tejidos del cuerpo como hígado, riñón, vaso, páncreas, 

corazón, estómago, músculo esquelético, pulmones, cornea, glándula tiroidea, glándula 

adrenal e inclusive fibroblastos en cultivo, exhiben oscilaciones circadianas en la 

expresión de los genes reloj (Balsalobre et al., 1998; Reppert & Weaver, 2002; Nagoshi 

et al., 2004; Guilding & Piggins, 2007; Dibner et al., 2010). La evidencia anterior indica 

que los osciladores periféricos en términos de maquinaria molecular son similares al 

NSQ.  

Una disparidad que se detectó entre los osciladores periféricos y el NSQ en los primeros 

trabajos con ratones Per1-luc, fue la robustez de las oscilaciones de algunos genes reloj. 

Cuando explantes de tejido periférico eran mantenidos en cultivo por varios días 

presentaban una disminución progresiva en la amplitud del ritmo de expresión de Per1, 

en contraste con los explantes de NSQ que seguían oscilando después de semanas 

(Yamazaki et al., 2000; Yamamoto et al., 2004). Posteriormente, se demostró utilizando 

el promotor de mPer2 como reportero, que las oscilaciones de los genes reloj en los 

osciladores periféricos también eran auto-sostenidas (Yoo et al., 2004). 

Sin embargo, a pesar de que los mecanismos moleculares y las oscilaciones a nivel 

celular sean similares, existe una diferencia fundamental entre el NSQ y los osciladores 

periféricos: Las interacciones intercelulares especializadas que ocurren en el NSQ y que 

le otorgan la identidad de marcapasos circadiano. En un estudio realizado por Liu y 

colaboradores (2007) examinaron la persistencia y dinámica de las oscilaciones del asa 

de retroalimentación del reloj circadiano en ratones y concluyeron que en ausencia de 

                                            
1 Técnica de manipulación genética en la que se hace uso de las enzimas luciferasas y su sustrato las 
luciferinas, que al ser oxidadas liberan energía en forma de luz. En ella se emplea un roedor transgénico, 
que expresa el gen de la luciferasa, bajo el control del promotor de un gen de interés por ejemplo mPer1 
(Per1-luc). Cuando Per1 se expresa en el roedor Per-luc, hay una consecuente emisión de luz que 
proporciona un reporte en tiempo real de la expresión del gen (Welsh et al., 2005). 
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algunos componentes individuales del asa del reloj molecular, la ritmicidad del NSQ es 

rescatada gracias al acoplamiento de sus células, en comparación con los tejidos 

periféricos en los que el acoplamiento parece ser débil, pues la perdida de los 

componentes del asa molecular compromete la generación de la ritmicidad (Liu et al., 

2007; Evans et al., 2012). Por lo que se considera que la existencia de un acoplamiento 

débil entre las células de los osciladores periféricos es una propiedad adaptativa, ya que 

les permitiría responder de forma más rápida y flexible, no solo a las señales 

sincronizadoras provenientes del NSQ, sino también a otras señales que fuesen 

relevantes como las metabólicas o conductuales (Hastings & Herzog, 2004; Buhr et al., 

2010). 

El BO como un posible oscilador independiente en mamíferos  

El hallazgo de la expresión de la maquinaria molecular del reloj en casi todos los tipos 

celulares de mamíferos, puso de manifesto la posibilidad de que otros tejidos pudieran 

regular los cambios circadianos en su fisiología específica de forma independiente al 

NSQ, por ejemplo, el caso de la retina, explantes de este tejido exhiben ritmos circadianos 

en la síntesis de melatonina hasta por 5 días, a su vez estos ritmos son capaces de 

sincronizarse a ciclos de luz oscuridad (Tosini & Menaker, 1996). 

El BO es otra de las estructuras candidatas a regular su fisiología de forma independiente. 

En condiciones in vitro el BO ha mostrado oscilaciones robustas por varios ciclos, en la 

expresión de Per1 y en la tasa de disparo de sus neuronas, además dichos ritmos 

mostraron ser sincronizables por rangos de temperatura fisiológicos, pero al mismo 

tiempo compensar la temperatura en su periodo. Las oscilaciones producidas por las 

neuronas del BO aparecen muy temprano en el desarrollo de roedores alrededor de día 

embrionario 17 (Granados-Fuentes et al., 2004a). Adicionalmente, cuando las 

oscilaciones de los genes reloj en el NSQ, el ritmo de ingesta de alimentos y el de 

actividad locomotora son perturbados por condiciones de luz constante, el BO sigue 

expresando oscilaciones robustas de Per1. Aun en ausencia de un NSQ funcional y con 

la perdida de la ritmicidad conductual, los ritmos de expresión in vitro de Per1 en el BO 

siguen sin ser afectados (Granados-Fuentes et al., 2004b). Estas evidencias indican que 

la ritmicidad del BO no depende de las señales rítmicas del NSQ para sostenerse.  
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El BO es el encargado de generar ritmos diarios en la sensibilidad olfativa, que persisten 

en condiciones de oscuridad continua y controlan la actividad rítmica de las células de la 

corteza piriforme. La ritmicidad que los roedores exhiben en la discriminación olfativa, se 

mantiene en animales con lesión de NSQ y deficientes del gen Npas2, pero es 

dependiente de la expresión de los genes canónicos del reloj molecular y de la presencia 

de VIP y su receptor VPAC2R pues el ritmo de la discriminación olfativa se pierde en 

mutantes de Bmal1, Per1-Per2 y VIP-VPAC2R (Granados-Fuentes et al., 2006, 2011; 

Miller et al., 2014). 

Antes de que se señalará al BO como un oscilador independiente ya existía evidencia 

indirecta de su participación en el sistema circadiano, se sabe que su eliminación en 

roedores y hámsters produce alargamiento del periodo de actividad locomotora en 

oscilación espontánea (Possidente et al., 1990), de igual forma su eliminación en machos 

de Octogon degus retrasa el proceso de resincronización fótica (Goel et al., 1998). 

Adicionalmente, se sabe que estimulación olfatoria aplicada a ciertas horas del día, 

incrementa la magnitud de los cambios de fase producidos por pulsos de luz, en la 

actividad locomotora y la expresión de la proteína c-Fos en el NSQ, además de alargar 

el periodo del ritmo de actividad locomotora (Amir et al., 1999). En animales con una 

lesión completa del NSQ la estimulación olfativa diaria es capaz de provocar la 

recuperación parcial del ritmo de actividad locomotora, sin embargo cuando se trata de 

un mutante cry1–/–/cry2–/–, este efecto se pierde lo que indica que la modulación 

circadiana que ocurre por las señales olfativas, depende de la existencia de un reloj 

molecular funcional (Abraham et al., 2013). 

Todas estas evidencias indican que el BO es una estructura particular dentro del sistema 

circadiano de mamíferos, ya que posee características propias de un oscilador periférico, 

sin embargo, también emula algunas de las características intrínsecas del NSQ. 
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Desarrollo de los ritmos circadianos 

 Neurogénesis del NSQ 

En los mamíferos, la primera exposición a un ambiente rítmico ocurre in útero, en donde 

los fetos se encuentran bajo la influencia de señales rítmicas no-fóticas provenientes de 

la madre, tales como fluctuaciones en los niveles de hormonas, oxígeno, nutrientes, 

motilidad uterina, temperatura, así como su actividad general. Se cree que dichas señales 

juegan un papel importante en el desarrollo del incipiente sistema circadiano de las crías, 

pues es durante dichas etapas que la conformación del hipotálamo y la diferenciación de 

las células del NSQ tienen lugar.  

Pese a que se pueden hacer algunas generalizaciones, existen diferencias importantes 

entre especies, sobre el momento preciso en el que ocurren ciertos eventos en el 

desarrollo del sistema circadiano, como el inicio y final de la citogénesis del NSQ o la 

maduración completa del TRH. En el caso de seres humanos, primates no humanos y 

ovejas estos eventos ocurren antes del nacimiento, mientras que, en roedores como 

ratas, ratones o hámster ocurren entre el último tercio de la gestación y las primeras 

semanas posnatales (Serón-Ferré et al., 2012; Bedont & Blackshaw, 2015). 

La formación del hipotálamo anterior (AH) comienza como una unidad que 

posteriormente se dividirá en dos zonas distintas, una división ventral que da lugar al 

NSQ y otras regiones encargadas de la homeostasis del sueño, y una división dorsal que 

da lugar a los núcleos del sistema neuroendocrino (Shimogori et al., 2010; Bedont et al., 

2015). El NSQ se origina de células del neuroepitelio del diencéfalo ventral anterior, al 

igual que en muchas áreas cerebrales el desarrollo del NSQ es heterocrónico, se ha 

observado que en general, existen dos gradientes de neurogénesis, en el primero se 

forman las células de la región ventrolateral y posteriormente las células de la región 

dorsomedial. La generación más importante de glía ocurre durante la última parte de este 

periodo de neurogénesis, posteriormente la formación de glía es limitada (Davis et al., 

1990; Munekawa et al., 2000; Antle et al., 2005; Kabrita & Davis, 2008).  
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Aunque muy pocas células aparecen en el NSQ posnatalmente, todo el proceso 

maduración de la morfología de neuronas y glía termina pocas semanas después del 

nacimiento. En roedores las mediciones del volumen del núcleo indican que 

posnatalmente existe un aumento de más del 50%, debido a que la producción de células 

nuevas es nula, la gran mayoría de este crecimiento se debe a la formación de sinapsis, 

pues representa el desarrollo de los neuropilos (Antle et al., 2005). 

Ritmos circadianos prenatales 

Los mecanismos neuroanatómicos encargados de la generación de los ritmos 

circadianos se desarrollan y son funcionales desde etapas prenatales. Las evidencias 

experimentales indican que basta la presencia de las neuronas del NSQ para que 

roedores comiencen a exhibir ritmicidad, por ejemplo, el ritmo de metabolismo de glucosa 

detectado en el día embrionario 19 (E19) en ratas (Reppert & Schwartz, 1984), la 

oscilación en los niveles de ARNm de vasopresina en E21, y el ritmo en la actividad 

eléctrica en E22 (Shibata & Moore, 1987). La situación en primates es similar, se alcanza 

a detectar un ritmo de metabolismo de glucosa en el último tercio de la gestación (Rivkees 

et al., 1988; Rivkees, 2003).  

En general en mamíferos la mayor parte de los componentes centrales del asa molecular 

del reloj circadiano están presentes al llegar al 90% del avance en la gestación, y la gran 

mayoría son rítmicos en la primera semana posnatal (Sládek et al., 2004; Li & Davis, 

2005; Kováciková et al., 2006; Seron-Ferre et al., 2007). Existen diferencias atribuidas a 

las especies y la aproximación metodológica. En el NSQ fetal de monos capuchinos el 

ARNm de Bmal1 y Per2 se expresan y oscilan en antifase, con una amplitud menor 

comparada con el NSQ de adultos (Torres-Farfan et al., 2006). Mientras que estudios in 

vivo de la ritmicidad del NSQ fetal de ratas muestran que la expresión de los transcritos 

de los genes reloj es baja y es hasta la etapa posnatal que exhibe características similares 

a las observadas en adultos (Sládek et al., 2004; Sumová et al., 2008). En contraste con 

lo anterior estudios in vitro en ratones utilizando el reportero Per1 y Per2:luc encontraron 

oscilaciones del ARNm de Per 2 desde E13.5, E15 y E17 y Per1 en E21 (Ohta et al., 

2008; Wreschnig et al., 2014; Landgraf et al., 2015). El desarrollo de estos ritmos implica 

que las neuronas del NSQ nacen como osciladores circadianos aislados. 
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Sincronización materna en etapas tempranas del desarrollo 

Una vez que la función rítmica se desarrolla en la etapa prenatal, el sistema circadiano 

del feto es sincronizado por señales no-fóticas provenientes de la madre. Se ha 

demostrado que lesiones del NSQ en hembras gestantes generan desincronización entre 

crías de la misma camada, por ejemplo en los ritmos de síntesis de melatonina de ratas 

y los ritmos de actividad reposo de hámsteres en etapas posnatales (Reppert & Schwartz, 

1986a; Davis & Gorski, 1988). Por lo que con la perdida de la ritmicidad conductual en la 

madre, se pierden las posibles señales que sincronizan el sistema circadiano de las crías. 

La identidad de las posibles señales sincronizadoras no es del todo clara, entre las 

posibles candidatas están hormonas como la melatonina, prolactina y corticosterona 

capaces de traspasar la placenta. Inyecciones en momentos específicos del día de 

melatonina en el NSQ de hámsters gestantes, previamente lesionados, fue capaz de 

restaurar la sincronía en la camada (Davis & Mannion, 1988), a su vez, cuando la 

melatonina es administrada directamente en las crías de la camada, también es capaz 

de sincronízarlas, sin embargo el efecto es dependiente del desarrollo ya que se pierde 

a partir del día posnatal 6 (P6) (Grosse et al., 2005). No obstante, lesiones en la pineal, 

las adrenales, la tiroides y paratiroides, la pituitaria o los ovarios no fueron capaces de 

eliminar el efecto de la sincronización materna (Reppert & Schwartz, 1986b). Por otro 

lado, en el NSQ fetal hay una marcada expresión de receptores dopaminérgicos D1, la 

cual se modifica durante el desarrollo (Weaver et al., 1992). La administración de 

agonistas de la dopamina tal como la cocaína, es capaz de inducir la expresión de c-Fos 

en el NSQ fetal (Viswanathan & Davis, 1997), además de que la administración periódica 

del agonista de la dopamina SKF38393 en hembras gestantes con lesión en el NSQ, es 

capaz de sincronizar a las crías (Viswanathan et al., 1994), por lo que se considera que 

el sistema dopaminérgico también está implicado en la sincronización materna fetal. 

Ciclos de restricción de alimento en hembras gestantes, también han demostrado tener 

efectos sobre sobre la expresión de Per1 en el NSQ e hígado fetal. A pesar de que el 

ciclo de restricción de alimento no es capaz de sincronizar la expresión de Per1 en el 

NSQ materno, el hígado y el NSQ de la cría presenta un importante cambio de fase en la 

expresión Per1 asociado a la restricción de alimento (Ohta et al., 2008). 
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Todas estas evidencias indican que la sincronización maternal fetal se logra por la 

participación de una o varias de las señales antes mencionadas y serían diversos los 

mecanismos que estarían involucrados.  

 Sincronización materna posnatal 

En especies altriciales la influencia materna durante los primeros días de vida sigue 

siendo importante, debido al estado de inmadurez, los neonatos dependen totalmente del 

cuidado materno para sobrevivir. En el caso del sistema circadiano de roedores, el 

desarrollo de las inervaciones de las células IpRGC al NSQvl es gradual y en gran parte 

ocurre posnatalmente, es hasta P10-15 que la densidad de las proyecciones son 

similares a lo observado en adultos (Moore & Bernstein, 1989; Sekaran et al., 2005), 

además la maduración de las aferencias es necesaria para ciertos eventos en la 

diferenciación de las neuronas y en la maduración de los astrocitos del NSQ (Munekawa 

et al., 2000). 

Debido a que las vías de entrada de la información fótica maduran posnatalmente, en 

esta etapa las señales no-fóticas provenientes de la madre, como los estímulos 

somatosensoriales, el alimento, o la temperatura representan señales relevantes para la 

sincronización del sistema circadiano de las crías. La influencia materna sobre la 

ritmicidad circadiana de los neonatos se ha estudiado utilizando modelos de madres 

nodrizas con fases opuestas del ritmo de actividad, así como crías enucleadas al 

momento de nacimiento para eliminar la influencia de las señales fóticas, y se ha 

reportado que el ritmo de actividad locomotora de las crías se sincroniza a la fase de la 

hembra nodriza (Davis & Gorski, 1985; Reppert & Schwartz, 1986b). En este sentido Ohta 

y colaboradores (2003) encontraron que en ratas neonatas ciegas por enucleación la 

privación materna funciona como una señal no-fótica mucho más eficaz para sincronizar 

la maquinaria molecular del NSQ, en comparación con la presentación continua de 

hembras nodrizas (Ohta et al., 2003). Sin embargo, aún se desconoce cuál es la 

contribución de las señales provenientes de la hembra en la sincronización del sistema 

circadiano de las crías, puesto que en estos estudios resulta difícil discernir el efecto de 

cada señal. 
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El conejo europeo: modelo para el estudio de la sincronización materna 

durante el desarrollo 

La particular conducta madre-cría adaptada a la alta depredación del conejo europeo 

Oryctolagus cuniculus, nos ofrece un excelente modelo natural de sincronización no-

fótica durante etapas tempranas del desarrollo. Después de alrededor de 31 días de 

gestación la hembra construye una madriguera subterránea, la que abandona minutos 

después de parir y a la que regresa una vez al día. Al nacer los conejos permanecen, 

bajo condiciones de oscuridad continua, aislados de señales ambientales. La única señal 

cíclica proviene de la hembra lactante, la cual todos los días acude brevemente y 

permanece de 3-5 minutos en el nido para alimentar y acicalar a los conejos, los cuales 

pueden ingerir entre el 20-30% de su peso corporal en cada evento de amamantamiento 

(Zarrow et al., 1965). 

A nivel conductual y fisiológico, los conejos neonatos presentan un patrón de ritmicidad 

diurna en su temperatura corporal y actividad dentro del nido (Figura 6), el cual tiene una 

estrecha relación con el evento diario del amamantamiento. Dentro de este patrón se ha 

caracterizado tres etapas importantes (Hudson & Distel, 1982; Jilge, 1995; Trejo-Muñoz 

et al., 2012): 

1) La anticipación al amamantamiento: En donde aproximadamente dos horas 

previas al evento de amamantamiento, las crías exhiben un notorio incremento en su 

actividad locomotora hasta del 50% con relación a la media del día y en su temperatura 

corporal de 0.27ºC en promedio por encima de la media diaria, en preparación a la llegada 

de la madre.  

2) El amamantamiento: Con una duración aproximada de 3-5 minutos, en el que 

los animales reciben la leche materna y con el fin de saciarse, cambian constantemente 

de pezón, por lo cual durante este momento ocurre el pico máximo de actividad 

locomotora y temperatura corporal en el día. 

3) Pos-prandio: momento subsecuente al amamantamiento en el que después de 

ingerir la leche materna las crías disminuyen drásticamente su actividad locomotora y 
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temperatura corporal. Durante el resto del ciclo las crías siguen un patrón de recambios 

en la posición del nido, con pequeños movimientos con el fin de buscar zonas 

térmicamente más favorables (Pacheco-Cobos et al., 2003).  

 

 

Figura 6. Patrón temporal característico de la temperatura corporal de un conejo neonato de 7 días de 

edad. El área roja representa el incremento anticipatorio que ocurre aproximadamente 2 horas previas a la 

llegada de la madre al nido. Durante el evento de amamantamiento, representado por la barra vertical 

amarilla, se presenta el valor máximo de temperatura, señalado por la fecha naranja. Posteriormente la 

temperatura corporal desciende súbitamente por debajo de la media diaria, representada por la línea 

punteada gris y permanece así por aproximadamente 4 horas, a este evento se le conoce como pos-

prandio, representado por el área azul. El resto del ciclo la temperatura permanece cercana a la media 

diaria. 

 

Es importante señalar que en el caso en el que la hembra no se presente en el nido 

durante al menos dos ciclos y por tanto el evento de amamantamiento no ocurra, los 

neonatos de P16-17 continúan exhibiendo este patrón rítmico. La persistencia de esta 

conducta anticipatoria sugiere que éste se encuentra regulado temporalmente de forma 

endógena por el sistema circadiano (Jilge et al., 2001; Trejo-Muñoz et al., 2012). También 

se ha encontrado que las crías de conejo son capaces de anticipar la llegada de la 

hembra a nivel metabólico, ya que exhiben un aumento en los niveles de corticoesterona 
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plasmática que anteceden al amamantamiento, cambios que persisten aun cuando las 

crías son privadas al acceso a la hembra durante 72 horas (Rovirosa et al., 2005). Por lo 

que se afirma que las crías de esta especie tienen la capacidad de predecir 

temporalmente y anticiparse al momento que ocurre la alimentación. Este programa 

temporal de amamantamiento en conejos se mantiene aún bajo condiciones de cautiverio 

(Hudson & Distel, 1982; Jilge et al., 2000; Trejo-Muñoz et al., 2012). 

Estudios realizados en esta especie indican que el amamantamiento actúa como un 

potente agente sincronizador no-fótico en etapas tempranas del desarrollo. Se ha 

reportado que los conejos neonatos exhiben ritmos claramente sincronizados al ciclo 

impuesto de amamantamiento en su actividad locomotora, temperatura corporal, 

secreción de corticoesteroides, metabolitos séricos y glicógeno (Escobar et al., 2000; 

Jilge & Hudson, 2001; Caldelas et al., 2005; Rovirosa et al., 2005; Caba & González-

Mariscal, 2009). Adicionalmente, se ha caracterizado el patrón rítmico en la expresión de 

los genes reloj Per1, Per2 y Bmal1 en el NSQ de conejos neonatos de siete días de edad 

sincronizados por amamantamiento, tanto el ritmo de la expresión de estos genes, como 

el ritmo de la temperatura corporal, se encuentran en fase al horario de amamantamiento 

impuesto. Estos datos sugieren que el amamantamiento tiene la capacidad de controlar 

la fase de la maquinaria molecular del NSQ y de la temperatura corporal (Caldelas et al., 

2007, 2009). 

La importancia del sistema olfativo para los conejos neonatos y la feromona 2MB2 

Desde los primeros instantes de vida de las crías de mamíferos resulta vital poder 

localizar adecuadamente su fuente de alimentación, la leche materna. En este sentido, 

evolutivamente han sido generados mecanismos de comunicación de tipo sensorial 

química tanto en las madres, como en las crías. Por su parte las hembras lactantes han 

desarrollado señales que ayudan a las crías a orientarse y ubicar los pezones maternos 

para poderse alimentar, a su vez las crías están provistas de los mecanismos 

neurológicos necesarios para la detección de estas señales desde el nacimiento (Schaal 

et al., 2003, 2009; Coureaud et al., 2010). 
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Los conejos son una especie altricial, esto significa que nacen con sistemas sensoriales 

inmaduros, la visión, audición y las habilidades motoras están poco desarrolladas. No 

obstante, el sistema somato sensorial y el sistema olfativo son funcionales en etapas 

prenatales. Una evidencia de esto es la habilidad que desde el nacimiento poseen las 

crías de orientarse a través de gradientes termo táctiles, (Pacheco-Cobos et al., 2003), 

así como la capacidad de aprendizaje y asociación de olores que muestran los conejos 

incluso desde etapas prenatales (Coureaud & Schaal, 2000; Coureaud et al., 2001), lo 

cual nos habla del impresionante grado de madurez de los mencionados sistemas 

sensoriales, que desde etapas tempranas posee esta especie. 

En la actualidad se sabe que en los pezones de hembras lactantes de O. cuniculus se 

emite una molécula, conocida como feromona materna, la cual en las crías dispara 

patrones conductuales estereotipados, relacionados con la localización de los pezones 

maternos y la succión (Keil et al., 1990; Moncomble et al., 2005). Cuando la hembra se 

posa sobre el nido, los neonatos inmediatamente despliegan intensa activación motora 

acompañada de movimientos orocefálicos de orientación hacia los pezones, con esta 

conducta son capaces de encontrar y asirse al pezón materno, segundos después de que 

la hembra se posa sobre el nido (Hudson & Distel, 1983). Los mecanismos neurológicos 

que subyacen esta respuesta conductual parecen estar instaurados desde el vientre 

materno, ya que esta respuesta se presenta desde el día de nacimiento (Coureaud et al., 

2001). 

La feromona materna fue identificada través de un estudio de cromatografía de gases, 

en el que, al mismo tiempo que se identificaron y separaron los compuestos volátiles 

contenidos en la leche materna de conejo, cada compuesto fue utilizado para estimular 

olfativamente a los conejos neonatos y evaluar su activación conductual. De entre todos 

los compuestos volátiles presentes en la leche, únicamente el 2-metilbut-2-enal (2MB2) 

disparó un patrón conductual muy similar al que ocurre durante el evento de 

amamantamiento, en la mayor proporción de los animales bajo estudio (Schaal et al., 

2003). Aunado a lo anterior, cuando el 2MB2 se presentó en su forma sintética, fue el 

único odorante capaz de producir una respuesta conductual en las crías de entre todos 

los compuestos volátiles probados (Coureaud et al., 2003). El 2MB2 cumple entonces 

con los 5 criterios para ser considerado como una feromona (Wyatt, 2003, 2010): 
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1. Es un compuesto mono-molecular que dispara respuesta conductual similar a la que 

ocurre durante el amamantamiento. 

2. Genera un patrón conductual estereotipado, de atracción que involucra movimientos 

orocefálicos de búsqueda y asimiento al pezón. 

3. Es el único compuesto hasta el momento que es capaz de evocar dicho patrón 

conductual. 

4. Se considera especie específico, ya que se ha probado que, entre varios lagomorfos, 

felinos y murinos, Oryctolagus cuniculus es la única especie que responde ante la 

presentación de este compuesto. 

5. No depende del aprendizaje previo para desencadenar la respuesta conductual en 

conejos neonatos. 

En mamíferos existen dos estructuras anatómicas encargadas del procesamiento 

primario de las señales olfativas: el bulbo olfativo (BO) y el órgano vomeronasal (OV). Un 

estudio efectuado por Hudson y Distel (1986) demostró que el OV no participa en el 

procesamiento de dichas señales, ya que con la ablación de esta estructura no son 

eliminadas las respuestas conductuales que las crías presentan ante hembras lactantes, 

ni se ve comprometida la ingesta de leche. En contraste cuando las cavidades nasales 

de otro grupo de crías fueron irrigadas con ZnSO4, dicha manipulación abolió por 

completo la respuesta conductual (Hudson & Distel, 1986).  

Existen evidencias que indican que el BO es el encargado del procesamiento de la 

feromona materna 2MB2, ya que la exposición a esta produce un incremento 

generalizado en la expresión de la proteína C-FOS en el BO de conejos de 4 días de 

edad, en comparación con la exposición a un olor neutral o la sola manipulación de los 

animales. Mientras que otras estructuras como el bulbo accesorio o el OV no mostraron 

incrementos en la expresión de C-FOS. La exposición a la feromona también provocó la 

expresión de C-FOS en otras áreas cerebrales como la corteza piriforme, el órgano 

vascular de la lámina terminal y la habénula, regiones involucradas en osmoregulación, 

control hídrico, respuestas motoras y motivación (Charra et al., 2012, 2013). 
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La influencia de las señales olfativas maternas sobre el sistema circadiano del 

conejo neonato 

Tomando en cuenta la importancia funcional de la feromona 2MB2 para los conejos 

durante etapas tempranas del desarrollo, un estudio realizado por nuestro grupo de 

investigación probó la influencia de las señales olfativas maternas sobre el 

funcionamiento sistema circadiano de conejos neonatos. Con este fin, se analizaron los 

ritmos de actividad locomotora y temperatura corporal desde el día P2 y hasta el día P7, 

de grupos de conejos, estimulados con 2MB2, leche materna, agua, o amamantados por 

una hembra lactante en un horario fijo. Los neonatos amamantados por una hembra 

lactante y aquellos que fueron estimulados con 2MB2 o leche materna, exhibieron un 

patrón diurno similar tanto en la actividad locomotora, como en la temperatura corporal, 

estos tres grupos presentaban en ambos parámetros, actividad anticipatoria 

característica, previa al horario de estimulación. En contraste los animales que no 

recibieron estimulación olfativa exhibieron un patrón temporal atípico tanto en el ritmo de 

temperatura corporal, como en el de actividad locomotora (Figura 7). Cabe destacar que, 

a nivel metabólico las señales olfativas maternas parecen no tener influencia marcada, 

ya que los patrones temporales de glucosa sérica, ácidos grasos libres, triglicéridos y 

colecistoquinina fueron similares para todos los grupos de animales. Estos datos indican 

que las señales olfativas maternas influyen  sobre el sistema circadiano en particular 

sobre la expresión del ritmo de actividad locomotora y de temperatura corporal de conejos 

neonatos (Montúfar-Chaveznava et al., 2013). 

 

 

Figura 7. Patrón promedio de la actividad locomotora de conejos (n=7) en el día P7, alimentados 

diariamente en un horario fijo, por una hembra lactante (Natural) o estimulados olfativamente con leche de 

coneja (Leche), 2-metilbut-2-enal (2MB2) o agua destilada (Sin feromona). Los tres grupos que recibieron 

estimulación olfativa presentan un patrón similar. Modificado de (Montúfar-Chaveznava et al., 2013). 
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Como se mencionó previamente el BO es la estructura encargada del procesamiento de 

las señales olfativas en mamíferos. En el caso particular del conejo europeo la expresión 

de los componentes de la maquinaria molecular del reloj circadiano maduran primero en 

el BO en comparación del NSQ, ya que se ha demostrado que en el día P7 el ARNm de 

los genes Per1, Bmal1 y Cry1 presenta un patrón de expresión cercano a las 24 horas y 

similar a la fase presente en los adultos, mientras que en el NSQ la maduración de los 

componentes es más tardía, pues se encontró que en día P7 la oscilación del gen Cry1 

es bimodal, además de diferencias importantes en el periodo la fase y la amplitud de 

Bmal1 y Per1 con respecto a la edad adulta. (Montúfar-Chaveznava et al., 2012). Está 

evidencia pone de manifiesto la importancia del BO en el sistema circadiano del conejo 

neonato. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

El hecho de que la maquinaria molecular del reloj circadiano madure antes en un 

oscilador central como el BO, el cual está recibiendo el estímulo sensorial de la feromona 

materna, de forma circadiana, nos puede hablar de su relevancia funcional para la 

sincronización del conejo neonato. 

Con base en la información anterior el presente proyecto está encaminado a evidenciar 

la influencia de la feromona 2MB2 sobre el sistema circadiano de los conejos neonatos, 

analizando específicamente el funcionamiento a nivel de genes reloj en el marcapasos 

NSQ y en el oscilador central BO, siendo este último crítico en el procesamiento de dicha 

señal olfatoria. Así mismo se analizará la expresión de la ritmicidad a nivel conductual en 

la actividad locomotora y a nivel fisiológico en la temperatura corporal.  

Primeramente, se evaluará la respuesta aguda del NSQ y del BO ante la estimulación 

con la feromona 2MB2 en distintas fases del ciclo, lo cual nos indicará si la feromona 

2MB2 es capaz de influir sobre la expresión de la maquinaria molecular del reloj 

circadiano y si esta respuesta está modulada temporalmente. Posteriormente, se 

determinará la respuesta del sistema circadiano ante la estimulación diaria con la 

feromona 2MB2 y ante un cambio de fase de 6 horas, tanto en la expresión de los genes 

reloj en NSQ y BO como en los patrones diarios de actividad locomotora y de temperatura 

corporal, con lo cual se comprobará si la feromona es capaz establecer una relación de 

fase con la expresión de los genes reloj, la temperatura corporal y la actividad locomotora 

y por lo tanto actuar como un sincronizador del sistema circadiano de conejos neonatos. 
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HIPÓTESIS 

Si la feromona materna 2MB2 actúa como un sincronizador para el sistema circadiano de 

conejos neonatos, la exposición diaria a la misma ejercerá control de fase a nivel 

fisiológico de la temperatura corporal y la actividad locomotora, así como sobre la 

actividad de la maquinaria molecular del marcapasos central NSQ y del oscilador BO. 

 



 

 40 

OBJETIVOS 

Determinar el efecto de la exposición a la feromona 2MB2 sobre el funcionamiento del 

sistema circadiano de conejos neonatos. 

Objetivos particulares:  

Caracterizar las respuestas ante la estimulación inmediata con la feromona 2MB2 

a diferentes horas del día en la expresión de las proteínas PER1, CRY1, BMAL1 y C-FOS 

en el BO y NSQ de conejos neonatos. 

 

Caracterizar el ritmo de temperatura y actividad locomotora de conejos neonatos 

alimentados y expuestos diariamente a la feromona 2MB2 a la misma hora del ciclo. 

 

Caracterizar el ritmo de expresión de los genes reloj Per1 y Bmal1 en BO y NSQ 

de conejos neonatos alimentados y expuestos diariamente a la feromona 2MB2 a la 

misma hora del ciclo. 

 

Caracterizar el ritmo de temperatura y actividad locomotora y el ritmo de expresión 

de los genes reloj Per1 y Bmal1 en el BO y NSQ, conejos neonatos, después de un 

cambio de fase (retraso de 6 horas) en el horario de alimentación y estimulación con la 

feromona materna 2MB2. 
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RESPUESTA DE LA MAQUINARIA MOLECULAR DEL RELOJ 

CIRCADIANO DE CONEJOS NEONATOS ANTE LA 

EXPOSICIÓN AGUDA A 2MB2 

Método 

Bioética  

El presente proyecto se llevó a cabo de acuerdo a los lineamientos establecidos en la 

Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999, sobre las especificaciones técnicas para 

la producción, cuidado y uso de los animales de laboratorio, así como los lineamientos 

para el cuidado y uso de animales de laboratorio contenidos en el código ético para el 

personal académico del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. El protocolo fue 

previamente revisado y aprobado por la Comisión Institucional para el Cuidado y Uso de 

Animales de Laboratorio del Instituto de Investigaciones Biomédicas (permiso número 

098). 

Alojamiento de los sujetos experimentales 

Para el presente estudio se emplearon conejos europeos (Oryctolagus cunniculus) raza 

Chinchilla, los cuales fueron obtenidos de la colonia ubicada en el bioterio del Instituto de 

Investigaciones Biomédicas, UNAM. Cada individuo de la colonia se encontraba alojado 

en jaulas individuales de acero inoxidable (120 cm de largo x 60 cm de ancho x 45 cm de 

alto) en condiciones de alimentación e ingesta de agua ad libitum (Conejo Ganador, Malta 

Cleyton, México) bajo un fotoperiodo 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad (16:8). La 

temperatura ambiental se mantuvo en 20 ± 2 °C y la humedad relativa entre 40-60%.  

Para evitar la influencia de señales maternas a lo largo del día, los conejos neonatos 

fueron alojados en una sala independiente a la de la colonia, bajo las condiciones 
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ambientales mencionadas previamente, con excepción del fotoperiodo el cuál se 

sustituyó por luz continua (737 luxes medidos sobre las cajas, YK-10LX luxómetro, 

Lutron, Electronic Enterprise Co, Taiwan). La iluminación fue proporcionada por lámparas 

de luz halógena (Philips® 32 Watts Alto, USA). Los neonatos se alojaron en grupos de 4 

individuos en cajas de acrílico traslucido (20 cm de largo x 10 cm de ancho x 15 cm de 

alto) con papel absorbente en tiras, y granulina como cama para remplazar el material 

del nido. 

Obtención de las crías de conejo europeo 

Las hembras de la colonia fueron apareadas con un mes de anticipación a la realización 

de los experimentos. A los 28 días pos-coito se colocó dentro de cada jaula y una caja 

nido, la cuál fue construida con una caja de PVC opaco, con orificio circular de 14 cm de 

diámetro en una de sus caras a modo de entrada. Adicionalmente, se colocó paja estéril 

dentro de la jaula para la construcción del nido.  

Con la finalidad de coordinar el nacimiento de las camadas en el mismo día, a los 31 días 

pos-coito, se indujo el parto las hembras gestantes con una inyección de oxitocina vía 

intra-muscular, en una dosis de 1-2UI/kg. Seis horas después del nacimiento las crías 

fueron aisladas de la madre y trasladadas una sala independiente, donde cada una fue 

identificada con una marca específica en las orejas, posteriormente se registró su peso. 

El día de nacimiento fue definido como día posnatal 0 (P0).  

Grupos experimentales 

En el estudio, fueron utilizadas 72 crías provenientes de 13 camadas, de cada condición 

experimental únicamente dos crías de cada camada fueron incluidas. Los animales 

fueron asignados aleatoriamente a una de tres condiciones experimentales: CON, ETIL 

o 2MB2. Una vez asignados se procedió a formar grupos de 4 individuos pertenecientes 

a la misma condición para alojarlos en las cajas de acrílico previamente mencionadas.  
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Amamantamiento 

A partir de P1 y hasta P6 las crías fueron trasladadas al cuarto de la colonia a las 11:30 

horas del tiempo local (ZT00), se registró su peso corporal, posteriormente se colocaron 

dentro de las cajas nido y se permitió la entrada de las hembras lactantes al nido para el 

amamantamiento de las crías. Una vez concluido el amamantamiento (aproximadamente 

5 minutos después) se sacó a las crías del nido y nuevamente se registró su peso para 

asegurar que hubieran sido alimentadas. Inmediatamente después, las crías fueron 

trasladadas a su sala, donde permanecieron el resto del día. 

Estimulación olfativa 

En P7 la estimulación olfativa se efectuó en cuatro horarios distintos 0, 6, 12 y 18 h 

después del episodio de amamantamiento. Con este propósito los animales fueron 

trasladados a la sala de estimulación, los individuos del mismo grupo se colocaron dentro 

de una caja de acrílico traslucido específicamente diseñada para la estimulación de cada 

grupo, que contenía papel absorbente en tiras y granulina como cama, la cual fue 

sanitizada todos los días. Estas cajas a su vez fueron puestas dentro de una caja de 

acrílico (19 cm ancho x 22 cm de largo x 29 cm de alto) con tapa, con el propósito de 

mantener la volatilización de los odorantes dentro de un área delimitada. Esta caja 

contaba con una perforación circular de 1 cm de diámetro en la parte superior por donde 

fue introducido un hisopo de 15 cm de largo, humedecido con 100μL de odorante, H2O 

destilada para el grupo CON, etil isobutirato (P98%, Aldrich, EU) para el grupo ETIL y 2-

methylbut-2-enal (P96% Aldrich, EU) para el grupo 2MB2, el hisopo se mantuvo 

aproximadamente a 10 cm de distancia de la cabeza de los neonatos. La estimulación 

olfativa tuvo una duración de 5 minutos. Cada animal fue estimulado con un solo 

odorante.  

Para evitar la contaminación con olores la estimulación olfativa se llevó a cabo en una 

sala independiente de la sala de los neonatos, y a la sala de la colonia. Adicionalmente, 

los animales fueron estimulados en el siguiente orden: grupo CON, grupo ETIL y por 

último el grupo 2MB2, aunado a esto, la estimulación del grupo ETIL y del grupo 2MB2 

se llevó a cabo en dos cuartos diferentes. 
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La elección del odorante etil isobutirato como un control positivo se basó en 3 puntos: 1) 

La composición química difiere del 2-methylbut-2-enal; 2) No forma parte de los 

compuestos volátiles presentes en la leche materna de las conejas; 3) La estimulación 

olfativa con este compuesto no dispara respuestas conductuales estereotipadas de 

búsqueda de pezón en los conejos neonatos cuando es presentado como un estímulo 

novedoso (Schaal et al., 2003; Sinding et al., 2011). 

Transcurridos 60 minutos de la estimulación olfativa, los neonatos fueron eutanizados 

con una sobredosis de pentobarbital sódico (PiSA, México, dosis 60mg/kg v.i). 

Inmediatamente los animales fueron perfundidos con 250ml de solución lavadora 

preparada con NaHCO3 6mM, KCl 3mM, NaCl 10mM diluidos en buffer de fosfatos 10mM 

con 5000 UI/L de heparina (pH 7.4), seguido de 250ml de para formaldehido al 4% en 

buffer de fosfatos 0.1 M (pH 7.4). 

Al finalizar la perfusión los animales fueron decapitados, su cerebro fue extraído y fijado 

durante 24 h en paraformaldehído 4%, seguido de la criopreservación del tejido mediante 

concentraciones crecientes de sacarosa (20% y 30%). Finalmente, 5 series de secciones 

coronales de 40μm del hipotálamo que incluía NSQ y del BO fueron obtenidas con un 

criostato (Microm HM520, EU) y montadas en laminillas pretratadas (Superfrost, 

Fisherbrand, Waltham, EU). Las secciones se mantuvieron a -20 °C hasta la realización 

de la inmunohistoquímica. 

Inmunohistoquímica 

Las proteínas C-FOS, PER1, CRY1 y BMAL1 fueron detectadas en las secciones 

cerebrales a través de inmunohistoquímica, para tal efecto, las secciones fueron lavadas 

con PBS 0.1M y Tween 100 al 0.1% pH 7.4 (PBS-T) por 10 minutos posteriormente fueron 

incubadas con una solución de albumina bovina al 5% durante 2 h, a continuación, se 

efectuaron 3 lavados en PBS-T. Las secciones fueron incubadas por 48 h a temperatura 

ambiente con el anticuerpo para C-FOS (Anti C-FOS, Millipore, EU) en una dilución de 

1:500, PER1 (Anti-PER 1 Purified Max Pab, Abnova, Taiwan) 1:200, BMAL1 (Purified 

ARNTL mouse mAb, clone 1D1, Origene, EU) en una concentración 1:200 o CRY1 (Ms. 

mAb to Cryptochrome I, Abcam, EU) 1:1000. Para la detección de las células 
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inmunoreactivas, se empleó el método avidina-biotina peroxidasa, se realizaron 3 lavados 

de 10 minutos con PBS, a continuación las secciones fueron incubadas con el anticuerpo 

biotinilado (Vectastain Biotinylated Pan-specific antibody, Vector Lab, EU) durante 2 

horas a temperatura ambiente, las secciones fueron lavadas nuevamente con PBS en 3 

ocasiones por 10 minutos para continuar con la incubación con el complejo Avidina-

Biotina (Vectastain Elite ABC kit, Vector lab, EU) durante 2 horas. Para finalizar la 

reacción se reveló con Diaminobenzidina (Liquid DAB + Substrate Chromogen System, 

DAKO, EU). Las secciones fueron lavadas con PBS 1x, deshidratadas mediante un tren 

de concentraciones crecientes de Etanol (70%, 90%, 95% y 100%), aclaradas con xilol 

100%, finalmente se cubrieron usando una resina (Mounting Medium Richard-Allan 

Scientific, Walldorf, Alemania). 

Para la realización del conteo de las células inmunoreactivas (CIR) las secciones fueron 

digitalizadas con un microscopio (Olympus BX51) equipado con una cámara CCD 

(Evolution VF cooled color camera, Media Cybernetics, Warrendale, PA, EU). En el caso 

de las secciones de NSQ se utilizó una magnificación de 10x mientras que para las 

secciones de BO se utilizó 20x. Tres secciones unilaterales de NSQ y BO centrales fueron 

fotografiadas por animal. Secciones adicionales fueron teñidas con Nissl para la 

delimitación citoarquitectónica del NSQ y las capas periglomerular, mitral y granular del 

BO. Para establecer la ubicación del NSQ se utilizaron como puntos de referencia el 

quiasma óptico y el tercer ventrículo. El número de CIR en el NSQ fue cuantificado 

manualmente usando un software de análisis de imágenes (Image J 1.41 NIH, USA). En 

el caso del BO una fotografía fue obtenida por cada capa del BO. El área total contada 

en la capa periglomerular fue de 1,410μm2; para la capa mitral de 235 μm2; y para la capa 

granular de 2,961 μm2. La suma total del área de las tres capas fue de 4,606 μm2, esta 

área fue considerada como BO total. Las CIR fueron cuantificadas en cada área de la 

forma previamente descrita. 

Análisis estadístico 

Para cada grupo (CON, ETIL, 2MB2) y hora del día (00, 06, 12, 18) la media y el error 

estándar fueron calculados para el número de CIR por cada proteína (C-FOS, PER1, 

CRY1, BMAL1). Se realizó una ANOVA de una vía, seguida de una prueba pos-hoc 
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Bunferroni-Dun para determinar las diferencias asociadas a la hora del día en cada una 

de las cuatro proteínas bajo estudio. Con la finalidad de evaluar si la expresión de las 

proteínas era rítmica y obtener la acrofase, el nadir y el porcentaje de ritmicidad, se realizó 

un análisis COSINOR. Finalmente se realizaron ANOVAS de dos vías, seguidas de 

pruebas pos-hoc Bonferroni-Dun para determinar el efecto de la estimulación olfativa 

sobre la expresión en cada proteína (número del CIR) aunado a la hora del día. 

 

Resultados  

Los resultados de este trabajo fueron publicados en el artículo: 

 

Trejo-Muñoz L, Navarrete E, Montúfar-Chaveznava R, Caldelas I (2014) Temporal 

modulation of the canonical clockwork in the suprachiasmatic nucleus and olfactory bulb 

by the mammary pheromone 2MB2 in pre-visual rabbits. Neuroscience, 275, 170–183. 
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RESPUESTA DEL SISTEMA CIRCADIANO A LA EXPOSICIÓN 

DIARIA A LA FEROMONA 2MB2 

Método 

Durante el evento de amamantamiento están presentes diversos estímulos 

somatosensoriales, además de los estímulos olfativos. Por lo tanto, para determinar el 

efecto de la estimulación diaria con la feromona 2MB2 sobre el sistema circadiano de los 

conejos neonatos, fue necesaria la implementación de estrategias que nos permitieran 

limitar la presencia de la mayor parte de los estímulos provenientes de la hembra lactante, 

por lo que se decidió emplear dos estrategias de alimentación: amamantamiento con una 

hembra lactante y alimentación enteral. 

Las condiciones de alojamiento de los animales de la colonia, la obtención de las crías y 

el manejo una vez nacidas, se llevaron a cabo conforme a lo mencionado en las 

secciones anteriores. Un total de 120 crías provenientes de 30 camadas fueron 

asignadas aleatoriamente a uno de cuatro grupos experimentales: NAT MF, H2O MF y 

2MB2 MF.  

Todos los días (P1-P8), a las 9:00 horas, los animales del grupo NAT MF fueron 

alimentados por una hembra lactante de la forma que se menciona en el apartado 

Amamantamiento. Las crías de los grupos H2O MF, ETIL MF y 2MB2 MF fueron 

estimuladas olfativamente todos los días a las 9:00 horas de la forma que se menciona 

en el apartado Estimulación olfativa. Al término de la estimulación olfativa, los animales 

fueron devueltos a las cajas donde previamente se alojaban y se trasladaron 

inmediatamente a otra sala para ser alimentados. Se indujo la micción de cada cría al 

estimular el área urogenital del animal, con un hisopo humedecido con agua tibia, 

posteriormente fue obtenido el peso corporal de cada uno. Para alimentar a las crías, se 

utilizó una fórmula láctea cuyos componentes fueron previamente estandarizados 

(Chévez Martin del Campo, 2009; Montúfar-Chaveznava et al., 2013; Navarrete et al., 
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2016; Ortega-Bernal, 2016), esta fue preparada al momento y mantenida entre 38.5-39 

ºC. Para realizar la alimentación enteral los sujetos fueron inmovilizados con ayuda de 

una toalla de papel absorbente colocándola alrededor del animal de tal manera que 

permitiera mantener la posición del tronco superior vertical y restringiera suavemente el 

movimiento de las extremidades. Una vez en posición se les introdujo cuidadosamente 

una sonda intragástrica vía oral, constituida por un tubo de silicona de grado médico de 

8 cm de largo (Silastic laboratory tubing OD 1.47mm x 1.96mm, Down Corning, EU) 

acoplado una jeringa de 20ml con una aguja calibre 16G, inmediatamente después la 

formula láctea fue administrada de forma pausada directamente en el estómago de los 

neonatos. La cantidad de leche suministrada se basó en estimaciones previas (Chévez 

Martin del Campo, 2009; Montúfar-Chaveznava et al., 2013) y fue alrededor de 20% del 

peso del animal, en algunos casos podía ser modificada dependiendo de la distención 

estomacal del sujeto. Una vez finalizado el procedimiento de alimentación, los animales 

fueron devueltos a la caja de alojamiento y trasladados nuevamente a la sala donde se 

alojaban los neonatos, donde permanecieron el resto del día. El tiempo de duración de 

todo el procedimiento de alimentación fue de aproximadamente 3-4 minutos por cada 

individuo. 

El registro de telemetría y todas las manipulaciones de los animales se realizaron bajo 

luz continua. 

Cambio de Fase de la estimulación olfativa 

Con el propósito de establecer si la feromona 2MB2 puede actuar como un sincronizador 

circadiano y es capaz de establecer una relación de fase con los parámetros registrados, 

se incorporó un cambio de fase en la presentación del estímulo olfativo. Para tal efecto, 

un adicional de 120 crías fueron asignadas aleatoriamente a uno de cuatro grupos 

experimentales NAT CF, H2O CF, ETIL CF y 2MB2 CF. Inicialmente, del día P1-P3 la 

manipulación experimental se realizó a las 9:00 horas, a partir de P4-P8 la manipulación 

se realizó 6 horas después, a las 17:00 horas del tiempo local. 



 

 49 

Monitoreo y análisis de la temperatura corporal y la actividad locomotora  

Tanto la temperatura corporal, como la actividad locomotora de los conejos neonatos, fue 

registrada de forma automatizada mediante un equipo de telemetría (VitalView System, 

MiniMitter Respironics Inc., EU). Para tal efecto, en P1, 7 sujetos de cada grupo se 

seleccionaron al azar para la implantación i.p de un transmisor de telemetría (G2 E- Mitter, 

MiniMitter Respironics Inc., EU). Los animales fueron colocados sobre un tapete térmico 

para aminorar el descenso de la temperatura y fueron anestesiados con sevoflurano 

(Sevorane, Abbott, Co. EU). Bajo el efecto del anestésico y en condiciones asépticas se 

realizó una incisión en el abdomen superior de forma horizontal de aproximadamente 1 

cm de largo, en las capas dérmica y muscular para insertar el transmisor (1.55 x 0.65 cm, 

con un peso de 1.1 g) en el interior de la cavidad abdominal, posteriormente la incisión 

fue suturada y el área abdominal fue sanitizada. A los pocos minutos los animales se 

recuperaron del efecto del anestésico y fueron colocados en su respectiva caja de acrílico 

donde se alojaba el resto de los gazapos del grupo. Se permitió que los animales se 

recuperaran de la operación durante un día, por lo que el registro de telemetría comenzó 

en P2. Las cajas que alojaron a las crías a su vez se colocaron sobre receptores (ER-

400 Energizer Receiver, MiniMitter Respironics Inc., EU), conectados a un ordenador que 

a través del software VitalView (MiniMitter Respironics Inc., EU) almacenó el promedio 

de la temperatura corporal y la sumatoria de la cantidad de movimientos registrados en 

intervalos de 2 minutos.  

Para evaluar la ritmicidad (fases, periodo y componente anticipatorio) se utilizó el 

procedimiento reportado en Trejo-Muñoz et al. 2012, el cual se resume a continuación: 

1. Para minimizar el efecto de la tendencia al incremento diario de la temperatura 

corporal, producto de la maduración de los procesos de termorregulación en estos 

animales artriciales, los datos fueron ajustados a una recta (y=mx+b) mediante 

mínimos cuadrados, posteriormente la ecuación de la recta fue substraída de los datos 

originales y se obtuvo una nueva serie de tiempo para cada segmento. 

 

2. Sobre el nuevo conjunto de datos se aplicó el algoritmo Wave Shrink para eliminar 

los componentes irregulares o ruido. En este proceso se aplicó la transformada de 
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Ascombe para trasladar los datos de una distribución gaussiana a una de Poisson, de 

manera que los datos adquieren desviación estándar, enseguida se aplicó la 

trasformada de ondeletas de Daubechies-8 que remueve los umbrales relacionados 

con ruido. Finalmente se aplicó la transformada de ondeletas inversa para la obtención 

de nuevas series de tiempo libres de ruido. 

 

3. Los valores correspondientes a la acrofase y nadir fueron calculados construyendo 

una secuencia de pulsos positivos de amplitud w espaciados por 24 horas a partir de 

los máximos y una secuencia de pulsos negativos con las mismas características a 

partir de los valores mínimos. Los valores máximos y mínimos se obtuvieron a partir 

de la primer y segunda derivada, respectivamente. Las secuencias de pulsos fueron 

alineadas y desplazadas en las series de datos para determinar la acrofase y el nadir, 

que correspondían a la posición p, donde ! = � =$
% &%'%  donde &% es el dato y '% es el 

pulso en la secuencia.  

 

Los datos de actividad locomotora también fueron procesados de la manera antes 

descrita, sin embargo, se omitió el ajuste inicial a la recta debido a que la actividad no 

muestra la misma tendencia de incremento en el desarrollo que la temperatura 

corporal. Adicionalmente, con el propósito de preservar detalles importantes dentro de 

los datos como los picos máximos y mínimos, el ruido fue eliminado con el filtro 

Savitzky-Golay.  

 

4. Para el análisis del componente anticipatorio, la anticipación se definió como un 

cambio sostenido en un lapso de tiempo definido de temperatura o actividad 

locomotora, que cruza o está sobre cierto umbral previamente establecido. En este 

caso debido al incremento diario en la temperatura corporal y decremento de la 

actividad locomotora, se estableció como umbral la media de un segmento de 24 

horas, que iniciaba 5 horas antes del amamantamiento o estimulación olfativa (ZT00) 

y terminaba 19 horas después. Estas 5 horas previas a ZT00 en las series de tiempo 
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fueron empleadas para cuantificar el componente anticipatorio, donde se determinó la 

posición dentro de la serie de tiempo en la cual el incremento iniciaba y finalizaba, 

obteniendo así la duración de la anticipación, mientras que la diferencia entre el valor 

mínimo y máximo fue considerada la intensidad de la anticipación. Fueron detectados 

cuatro casos dentro del análisis de acuerdo a la posición del incremento con respecto 

a la media de los datos: (a) cruzó la media, (b) está bajo la media, (c) está sobre la 

media, (d) no se presentó, únicamente los casos (a) y (c) fueron considerados como 

anticipación. 

Se calculó la media, desviación estándar y error estándar de la temperatura corporal 

diaria, la actividad locomotora diaria, la intensidad y duración del componente 

anticipatorio, la acrofase y el nadir de ambos parámetros. Las diferencias asociadas al 

grupo, al día posnatal fueron probadas con una ANOVA de dos vías, seguida de una 

prueba pos-hoc de Fisher (nivel de significancia 5%). 

Hibridación in situ y análisis de la expresión de los genes reloj 

Para obtener el perfil de expresión de los genes reloj Per1 y Bmal1, en el día P8 fueron 

obtenidas muestras de tejido en intervalos de 4 horas, durante 24 horas, por lo que los 

muestreos se efectuaron a las 9:00, 13:00, 17:00, 21:00, 1:00 y 5:00 horas. 

Los neonatos fueron eutanizados con una sobredosis de sevoflurano inhalado, los 

animales fueron perfundidos conforme se mencionó en el apartado 5.1.6. Se realizaron 

cortes coronales seriados de 30μm de grosor, del hipotálamo que incluía NSQ y del BO 

en un criostato (HM520, Microm International GmbH, Alemania), los cuales fueron 

montados en laminillas pretratadas. Las secciones se mantuvieron a -70° hasta el 

momento de la detección de los genes reloj. 

La detección del ARNm de los genes Per1 y Bmal1 se realizó a través de la técnica de 

hibridación in situ. Brevemente, la obtención de los plásmidos modificados se realizó de 

bacterias Escherichia coli DH5a, que previamente habían sido transformadas y poseían 

plásmidos incorporados (donados por el Dr. Steven M. Reppert), fueron descongeladas 

para ser sembradas en medio de crecimiento LB y posteriormente incubadas a 37ºC por 

15 horas. La extracción del ADN plasmático de las colonias de bacterias se realizó con 
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un kit de extracción (Plasmid Maxi Kit, Quiagen, Alemania). Una vez obtenidos los 

plásmidos se realizó la digestión de 50µg del ADN plasmático con enzimas de restricción 

para su linearización, de acuerdo al sentido deseado del plásmido en cuestión (Tabla 1), 

fueron utilizadas las enzimas: Eco RV (New England Biolabs, EU), Hind III (Promega 

Corporation, EU) y Not I (New England Biolabs, EU). Al término de la linearización se 

realizó una purificación de ácidos nucleicos por la técnica de fenol-cloroformo, la correcta 

linearización de los plásmidos fue corroborada por electroforesis. 

 Enzima de restricción Polimerasa 

Gen Sentido Antisentido Sentido Antisentido 

Per1 Eco RV Hind III SP6 T7 

Bmal1 Hind III Not I T7 SP6 

 

Tabla 1. Enzimas de restricción y polimeras usadas con respecto al sentido del corte del plásmido y la 

trascripción del ARN mensajero deseado. 

 

Para obtener las sondas ARNc-DIG se llevó a cabo una trascripción in vitro mediante un 

kit (Maxi Script in vitro transcription kit SP6/T7, Ambion, EU) utilizando uridina marcada 

con digoxigenina (Digoxigenin-11-UTP, Roche, Suiza), para síntesis de las ribosondas 

de los genes Per1 y Bmal1 se utilizó la polimerasa SP6 y T7 de acuerdo al sentido 

deseado del transcrito (Tabla 1). Al finalizar la reacción de transcripción nuevamente se 

realizó una purificación ácidos nucleicos por la técnica de fenol-cloroformo, finalmente se 

corroboró la integridad del trascrito por electroforesis y se procedió a cuantificarla en un 

espectrofotómetro (NanoDropTM Lite 2000, Thermo-Fisher Scientific Inc., EU). 

El protocolo de hibridación se dividió en tres etapas: 

Prehibridación	e	hibridación	

Basándonos en la técnica estandarizada por Sehaeren-Wiemers y Gerfin-Mosser (1993), 

el tejido se fijó con una solución de PAF al 4% en PB 0.1 M (pH 7.4) durante 4 horas, 
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seguido por dos lavados de un minuto con PBS 1x (pH 7.4), el tejido se incubó con 

Proteinasa K 2.5 µg/ml (Proteinase K, recombinant PCR grade, Roche Diagnostics Gmbh, 

Alemania) en buffer PBS 1x durante 30 minutos a 37ºC, para eliminar los restos de la 

proteinasa se realizó un lavado de 1 minuto con PBS 1x a 4ºC, seguido de una fijación 

con PAF 4% a 4ºC por 5 minutos, y dos lavados con PBS 1x de 10 minutos el primero a 

4ºC y el segundo a temperatura ambiente, posteriormente el tejido se acetiló con 

anhídrido acético (Baker Analyzed, JT Baker, México) al 0.003% en TEA 0.1M (pH 8.0) 

durante 20 minutos, esto fue seguido por un lavado de 10 minutos con PBS 1x y dos 

lavados con SSC 5% (pH 7.0) de 5 minutos. Para la hibridación, las laminillas fueron 

colocadas en posición horizontal y se permitió que se secaran al aire libre. La ribosonda 

fue desnaturalizada al calentar el ARNc-DIG a 85ºC por 5 minutos en un termociclador 

(TC-300, Techne Inc., EU) posteriormente se colocó 2 minutos en hielo. En cada laminilla 

se colocó 80 µl de una mezcla de ribosonda con medio de hibridación en una 

concentración de 25 ng/µl. El medio de hibridación contenía 50% de formamida 

desionizada (Formamide Deionized mínimum 99.5% (GC), Sigma, EU) , 4% de dextran 

sulfato (Dextran Sulfate Sodium Salt, Sigma, EU), 5% de SSC (pH 7.0), 10mM de DTT 

(Dithiothreitol minimum 99%, Sigma, EU), 1x de Solución Denharts (Denhardt’s solution 

50x concentrate, Sigma, EU), ARNt 0.5µg/ml (Ribonucleic Acid Transfer R-8759 tRNA 

type X-SA from bakers yeast lyophilized, Sigma, EU) y ADN de esperma de salmón 

1µm/ml (Sheared Salmon Sperm DNA, Ambion, EU). Inmediatamente después se les 

colocó un cubreobjetos cubierto y estéril, para evitar la evaporación de la sonda. 

Finalmente, las laminillas se colocaron dentro de una cámara hermética humedecida con 

una solución de formamida 50% (Formamide ≥ 99.5% (GC), Sigma, EU) y SSC 5x, que 

se dejó reposar dentro de un horno (L-C oven mechanically convected, Barnstead 

Intenational, EU) a 54-56ºC durante aproximadamente 15 horas. 

Se añadieron 5 controles hibridados con ribosonda sentido y 5 con solo medio de 

hibridación, por estructura. 

	Poshibridación	y	astringencia	

Una vez concluida la hibridación se retiró la cámara hermética del horno y se permitió 

que las laminillas regresaran a temperatura ambiente, y el cubreobjetos de cada una fue 
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retirado cuidadosamente. Posteriormente el tejido fue sometido nuevamente a dos 

lavados de 5 minutos con SSC 2x, para eliminar los restos de ribosonda que no hibridó, 

se realizó una incubación con ARNsa A 3.5 ng/ml (RNAse-A, Quiagen, Alemania) en SSC 

2x por 30 minutos a 37ºC, posteriormente se realizaron 4 lavados de astringencia con 

SSC 1x (pH 7.0) que contenía Tween al 0.01% (Tween 20, Sigma, EU) a 65ºC. El tejido 

se equilibró con 2 lavados de 10 minutos con TBS 1x (pH 7.4) que contenía Tween al 

0.01%, posteriormente cada laminilla fue bloqueada con 400 µl de suero de cabra al 1% 

(Normal Goat Serum, AVIVA Systems Biology, EU) en TBS 1x que contenía Tween al 

0.01% por un lapso de una hora, seguido de una incubación con 400µl de anticuerpo anti-

DIG 1:500 (Anti- Digoxigenin- AP Fab Fragments, Roche, Suiza) en TBS 1x que contenía 

Tween al 0.01%, durante aproximadamente 15 horas a temperatura ambiente. 

Revelado	

Una vez retirado el anticuerpo de las laminillas, se realizaron 3 lavados con TBS 1x que 

contenía Tween al 0.01% de 10 minutos. Con la finalidad de bloquear la fosfatasa alcalina 

endógena se realizaron 6 lavados de 15 minutos con levamizol 2µM ((-) – Tetramisole 

hydro-choride minimum 99% GC, Sigma, Alemania) en TBS 1x que contenía Tween al 

0.01%, posteriormente se realizaron 2 lavados equilibrantes de 5 minutos con NTM 1x 

(pH 7.5) que contenía Tween al 0.01%. Finalmente, se reveló la reacción incubando cada 

laminilla con 400 µl de BM Purple (BM Purple AP Substrate precipitating, Roche, Suiza), 

aproximadamente por 96 horas. Para finalizar la reacción las laminillas fueron enjuagadas 

rápidamente con agua destilada, se dejaron secar a temperatura ambiente y se cubrieron 

con resina para su conservación (Mounting Medium Richard Allan Scientific, Thermo 

Scientific, EU). 

Las secciones cerebrales fueron digitalizadas con un microscopio de campo claro 

(Olympus BX51, Life Science Solutions, EU) acoplado una cámara fotográfica réflex 

(EOS Rebel T5i, Canon, EU), se utilizó una magnificación de 10x. Cuatro secciones 

unilaterales de NSQ y BO centrales fueron fotografiadas por animal. Para establecer la 

ubicación del NSQ se utilizaron como puntos de referencia el quiasma óptico y el tercer 

ventrículo. En el caso del BO dos fotografías por corte fueron obtenidas, la primera abarcó 

la capa glomerular y mitral, mientras que la segunda abarcó la capa granular. El área total 



 

 55 

contada en la capa periglomerular fue de 1410μm2; para la capa mitral de 235 μm2; y para 

la capa granular de 2961 μm2. La suma total del área de las tres capas fue de 4606 μm2. 

Una vez obtenidas las imágenes estas se transformaron a escala de grises con el 

software Photoshop (Adobe Systems, EU). La señal de la hibridación en el NSQ y el BO 

fue cuantificada con un software para el procesamiento de imágenes (Image-Pro Plus V 

6.3, Media Cybernetics, EU), los valores de la señal se expresan como Densidad Óptica 

Relativa (DOR).  

Fue obtenida la media, la desviación estándar y el error estándar de la DOR para cada 

gen y cada estructura, en cada uno de los ocho grupos bajo estudio. Se realizaron 

ANOVAS de dos vías seguidas de prueba pos hoc Fisher para determinar el efecto de la 

estimulación olfativa y la hora del día sobre la expresión de cada gen. Adicionalmente, se 

realizaron ajustes COSINOR para obtener la acrofase, el nadir, el porcentaje de ritmicidad 

de los patrones de expresión de los genes Per1 y Bmal1.  
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RESULTADOS 

Temperatura Corporal 

Misma Fase 

Para la temperatura corporal media de las crías de conejo de los grupos, que fueron 

manipulados a la misma hora del día durante todo el experimento, el ANOVA de dos vías 

reveló efectos significativos asociados a los grupos y a la edad (Grupo: F(3,174)= 36.76, p< 

0.0001; Edad: F(5,174)= 2.46, p= 0.03; Interacción: F(15,174)= 0.96, p= NS). El promedio de 

la temperatura corporal diaria de los conejos del grupo NAT MF en el día P2 fue de 37.49 

± 0.13 °C incrementando hasta 38.22 ±.06 °C en P7, para los sujetos del grupo H2O MF 

en P2 fue de 37.49 ± 0.15 °C llegando a 37.76± 0.23 °C en P7, para el grupo ETIL MF 

fue de 37.06 ± 0.17 °C en P2, mientras que en P7 alcanzó 37.25 ± 0.30 °C, finalmente en 

el grupo 2MB2 MF fue de 37.77± .09 durante P2 incrementando hasta 37.96 ± 0.05 °C 

en P7 (Figura 8). Observándose la temperatura más baja en los grupos H2O MF y ETIL 

MF. 
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Figura 8. Promedio diario de la temperatura corporal del día posnatal 2 al 7, de conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT 

MF morado) o estimulados olfativamente con agua destilada (H2O MF azul), etilisobutirato (ETIL MF naranja) o 2-metilbut-2-enal (2MB2 MF rojo), 

en un horario fijo (9:00 horas del tiempo local) cada 24 horas. Los valores se expresan como media ± error estándar. NAT MF, r2= 0.953; H2O MF, 

r2= 0.260; ETIL MF, r2= 0.043; 2MB2 MF, r2= 0.560. 
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Con respecto al patrón temporal de temperatura corporal el grupo NAT MF exhibió un 

ritmo diurno característico en P7, en el que la temperatura corporal comenzó a elevarse 

sobre la media del día, aproximadamente 3 horas antes del horario de amamantamiento, 

minutos después de ser alimentadas, la temperatura corporal de las crías descendió 

súbitamente por debajo de la media diaria y permaneció así por aproximadamente 3 

horas (Figura 9). Las crías del grupo 2MB2 MF exhibieron un patrón diurno de la 

temperatura corporal similar al arriba descrito, en el que mostraron un incremento por 

arriba de la media diaria aproximadamente 2 horas antes de la estimulación olfativa, 

posteriormente es notorio un descenso en la temperatura con una duración aproximada 

de 2 horas. En contraste las crías de los grupos H2O MF y ETIL MF exhibieron un patrón 

temporal atípico en el que la temperatura corporal comenzó a descender de 1-2 horas 

antes de que tuviera lugar la manipulación experimental, de 2-3 horas después de esta, 

la temperatura regresó a sus niveles basales cercanos a la media diaria. 

Por lo que corresponde al momento del ciclo en el que se detectó la temperatura corporal 

máxima Tmáx (Figura 10), el análisis de varianza mostró que los cuatro grupos bajo 

estudio exhibieron una tendencia similar (Grupo: F(3,174)= 2.39, p=NS; Edad: F(5,174)= 0.49, 

p= NS; Interacción: F(15,174)= 0.59, p =NS). En P3 Tmáx se detectó a las 15:50 ± 2:26 hrs, 

15:54 ± 2:59 hrs, 15:7 ± 2:21 hrs y 13:22 ± 2:9 hrs en el grupo NAT MF, H2O MF, ETIL 

MF y 2MB2 MF, respectivamente. En P7 ocurrió a las 9:25 ± 1:01 hrs, 15:1 ± 3:02 hrs,16:2 

± 2:05 hrs y 12:40 ± 2:00 hrs en NAT MF, H2O MF, ETIL MF y 2MB2 MF, respectivamente. 

En cuanto al momento del ciclo en el que ocurre la temperatura mínima Tmín (Figura 10), 

se encontró un efecto significativo asociado al grupo (Grupo: F(3,174) =4.61, p= 0.003; 

Edad: F(5,174) =0.66, p= NS; Interacción F(15,174) =1.45, p= NS). En el día P3 el grupo NAT 

MF alcanzó la Tmín a las 10:16 ± 0:24 hrs en un horario similar que el grupo ETIL MF 

donde Tmín ocurrió a las 9:52 ± 0:5 hrs y que el grupo 2MB2 MF donde Tmín se presentó 

a las 9:38 ± 0:7 hrs, en contraste el grupo H2O MF mostró un retraso significativo en el 

horario en el que se detectó Tmín a las 14:10 ± 2:56 hrs, con respecto de los tres grupos 

anteriores. En el día P7 la Tmín se presentó en un horario similar en los cuatro grupos 
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bajo estudio, ocurriendo a las 11:4 ± 1:10 hrs, 11:34 ± 01:19 hrs, 9:57 ± 00:05 hrs y 10:01 

± 00:05 hrs, en el grupo NAT MF, H2O MF, ETIL MF y 2MB2 MF, respectivamente.  

 

 

Figura 9. Ejemplos representativos del patrón temporal diario individual de la temperatura corporal del día 

posnatal 2 al 7 de conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT MF) o estimulados 

olfativamente con agua destilada (H2O MF), etilisobutirato (ETIL MF) o 2-metilbut-2-enal (2MB2), en un 

horario fijo (tiempo local 9:00 horas) cada 24 horas. La barra gris vertical indica el momento del ciclo en el 

que tuvo lugar la manipulación experimental, la línea roja horizontal representa la media del día. En la parte 

baja se representa el promedio del patrón temporal del grupo de los días posnatales 3 y 7. Los valores se 

expresan como media ± error estándar y temperatura en °C. 
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Figura 10. Promedio diario del horario de presentación de la temperatura corporal máxima (triángulos 

apuntando hacia arriba) y temperatura mínima (triángulos apuntando hacia abajo) diaria del día 2 al 7 

posnatal, de conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT MF morado) o estimulados 

olfativamente con agua destilada (H2O MF azul), etilisobutirato (ETIL MF naranja) o 2-metilbut-2-enal 

(2MB2 MF rojo), en un horario fijo (tiempo local 9:00 horas) cada 24 horas. La barra gris vertical indica el 

momento del ciclo en el que tuvo lugar la estimulación olfativa. Los valores se expresan como media ± error 

estándar. 

 

En cuanto a la intensidad del componente anticipatorio (Figura 11), el ANOVA de dos 

vías mostró un efecto significativo entre los cuatro grupos bajo estudio asociado al 

tratamiento de los grupos (Grupo: F(3,143) =5.45, p= 0.001; Edad: F(5,143) =0.85, p= NS; 

Interacción: F(15,143) =1.71, p= NS). En el día P3 no se encontraron diferencias 

significativas entre los cuatro grupos, el grupo NAT MF presentó un incremento 

anticipatorio en la temperatura de 0.26 ± 0.06 °C, similar a lo presentado por los grupos 

H2O MF, ETIL MF y 2MB2 MF de 0.39 ± 0.16 °C, 0.22 ± 0.08 °C y 0.19 ± 0.03°C, 

respectivamente. En P7, el grupo NAT MF presentó un incremento anticipatorio en la 

temperatura de 0.45 ± 0.06 °C, similar a lo que presentó el grupo 2MB2 MF de 0.29 ± 
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0.08 °C. En contraste los grupos H2O MF y ETIL MF presentaron un incremento 

anticipatorio de 0.14 ± 0.04 °C y 0.23 ± 0.08 °C, respectivamente, por lo que la intensidad 

del componente anticipatorio en estos grupos fue significativamente menor en 

comparación con NAT MF. 

En lo que respecta a la duración del componente anticipatorio (Figura 11), el ANOVA de 

dos vías mostró un efecto significativo entre los cuatro grupos bajo estudio y en relación 

a la edad (Grupo: F(3,143) =16.14, p< 0.0001; Edad: F(5,143) =2.29, p= 0.04; Interacción 

F(15,143) =1.54, p= NS). En P3, la duración de la anticipación para el grupo NAT MF fue de 

134.67 ± 33.78 min, similar a la duración que el grupo H2O MF presentó de 76.80 ± 24.68 

min, mientras que la duración la anticipación de los grupos ETIL MF y 2MB2 MF fue de 

30 ± 5.11 min y 62.57 ± 50.72 min, respectivamente, por lo que en ambos grupos 

presentaron una duración significativamente menor en comparación a la observada en el 

grupo NAT MF. En P7, el grupo NAT MF tuvo una duración de la anticipación de 185.56 

± 25.67 min similar a la duración que mostró el grupo 2MB2 MF de 128.25 ± 19.98 min, 

por el contrario, la anticipación en el grupo ETIL MF tuvo una duración de 113.67 ± 38.62 

min, significativamente menor con respecto a NAT MF, mientras que el grupo H2O MF 

presentó una duración de 50 ± 19.51 min, la cual fue estadísticamente diferente a la de 

los grupos NAT MF y 2MB2 MF. 
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Figura 11. Análisis del componente anticipatorio de la temperatura corporal en el día posnatal 3 y 7 de 

conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT MF) o estimulados olfativamente con agua 

destilada (H2O MF), etilisobutirato (ETIL MF) o 2-metilbut-2-enal (2MB2 MF), en un horario fijo (tiempo local 

9:00 horas) cada 24 horas. En las dos graficas superiores se muestra el promedio de la intensidad de la 

anticipación, se representa como el incremento en ºC con respecto a la media. En el par de graficas 

inferiores se muestra el promedio de la duración del incremento anticipatorio, se representa en minutos. 

Los valores se expresan como media ± error estándar, * indica diferencia significativa vs NAT, # vs H2O, 

%vs ETIL p< 0.05. 
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Cambio de Fase 

En lo que se refiere al efecto del cambio de horario sobre la expresión del ritmo de 

temperatura corporal, se encontró que la temperatura corporal media de las crías de 

conejo fue diferente entre los grupos bajo estudio (Figura 12), el ANOVA de dos vías 

reveló efectos significativos asociados con el tratamiento de los grupos (Grupo: F(3,162)= 

18.70, p< 0.0001; Edad: F(5,162)= 1.78, p= NS; Interacción: F(15,162)= 0.77, p= NS). El 

promedio de la temperatura corporal diaria de los conejos del grupo NAT CF en el día P3 

fue de 37.76 ± 0.08 °C incrementando hasta 38.16 ±.11 °C en P7, en el caso del grupo 

H2O CF en P3 fue de 37.10 ± 0.19 °C alcanzando 37.09± 0.24 °C en P7, para el grupo 

ETIL CF fue de 36.90 ± 0.38 °C durante P3, mientras que en P7 alcanzó 36.89 ± 0.11 °C, 

finalmente en el grupo 2MB2 CF fue de 37.26± .17 en P3 incrementando hasta 37.51 ± 

0.17 °C en P7. Cabe destacarse que en el día P7 se encontró una temperatura promedio 

similar entre el grupo NAT CF y 2MB2 CF, mientras que los grupos H2O CF y ETIL CF 

presentaron una temperatura corporal promedio menor en comparación al grupo NAT CF. 

Aunado a lo anterior, es de notar que el cambio de horario en la manipulación 

experimental tuvo un efecto significativo sobre la tendencia al incremento diarios de la 

temperatura dependiente de la edad de las crías, puesto que únicamente las crías del 

grupo NAT CF mostraron un incremento asociado a la edad. 

Con respecto al patrón temporal de temperatura (Figura 13), en P4 el día en el que se 

llevó a cabo el cambio de fase en la manipulación experimental, en el grupo NAT CF se 

puede observar que la temperatura promedio comienza a elevarse aproximadamente una 

hora antes del horario programado, a las 9:00 horas y permanece por encima de la media 

por 5 horas, posterior al amamantamiento a las 15:00 horas, se observa el descenso 

postprandial característico en la temperatura. En los días posnatales sucesivos, el patrón 

del ritmo de temperatura se fue ajustando al nuevo horario de amamantamiento. En P7 

la temperatura corporal de las crías incrementó aproximadamente 3 horas antes del 

nuevo horario de amamantamiento a las 15:00 horas, minutos después de ser 

alimentadas la temperatura de las crías descendió por debajo de la media diaria y retorno 

a sus niveles basales aproximadamente 1 hora después del amamantamiento. En el 
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grupo 2MB2 CF en P7 se observó un patrón similar al observado en el grupo NAT CF, en 

contraste las crías de los grupos H2O CF y ETIL CF exhibieron un patrón atípico, en el 

que la temperatura corporal desciende de 1-2 horas previas a que tenga lugar la 

estimulación olfativa y regresa a sus niveles basales cercanos a la media de 2-3 horas 

después de que esta tuvo lugar. 

Por lo que corresponde al efecto del cambio de horario en la manipulación experimental 

sobre el momento del ciclo en el que ocurrió la Tmáx (Figura 14), el ANOVA mostró que 

los cuatro grupos bajo estudio exhibieron tendencias similares (Grupo: F(3,162)= 1.35, p= 

NS; Edad: F(5,162)= 0.66, p= NS; Interacción: F(15,162)= 0.84, p= NS). En P3 la Tmáx ocurrió 

a las 15:35 ± 1:43 hrs, 21:55 ± 1:21 hrs, 18:26 ± 2:30 hrs y 18:51 ± 2:23 hrs en el grupo 

NAT CF, H2O CF, ETIL CF, 2MB2 CF, respectivamente. En P7 la Tmáx ocurrió a las 

16:23 ± 1:55 hrs, 19:39 ± 2:37 hrs, 12:45 ± 3:13 hrs y 16:29 ± 2:45 hrs en el grupo NAT 

CF, H2O CF, ETIL CF, 2MB2 CF, respectivamente. Por lo que los grupos H2O CF y ETIL 

CF no mostraron un claro ajuste de fase al nuevo horario de manipulación.  

En el caso del efecto del cambio de horario en la manipulación experimental sobre de la 

Tmín, AVOVA reveló un efecto significativo asociado al grupo y a la edad (Grupo: F(3,162)= 

2.92, p= 0.03; Edad: F(5,162)= 29.98, p< 0.0001; Interacción: F(15,162)= 0.92, p= NS). En el 

día posnatal 3 la Tmín ocurrió en un horario similar entre los cuatro grupos bajo estudio, 

presentándose a las 12:18 ± 2:34 hrs, 10:6 ± 0:30 hrs, 10:22 ± 0:11 hrs y 10:20 ± 0:13 

hrs en el grupo NAT CF, H2O CF, ETIL CF, 2MB2 CF, respectivamente. En P7 la Tmín 

se presentó en un horario similar a las 18:50 ± 2:30 hrs, 17:22 ± 1:19 hrs y 16:49 ± 1:14 

hrs en los grupos NAT CF, ETIL CF y 2MB2 CF, respectivamente. Mientras que en el 

grupo H2O CF la Tmín ocurrió 15:41 ± 0:13 hrs, un adelanto significativo en comparación 

con el grupo NAT CF. 
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Figura 12. Promedio diario de la temperatura corporal del día posnatal 2 al 7, de conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT 

CF morado) o estimulados olfativamente con agua destilada (H2O CF azul), etilisobutirato (ETIL CF naranja) o 2-metil-2butenal (2MB2 CF rojo), en 

un horario fijo (9:00 horas del tiempo local) cada 24 horas. En P2-P3 la estimulación olfativa se realizó a las 9:00 horas y a partir del día P4-P7 se 

retrasó 6 horas en el ciclo, realizándose a las 15:00 horas. Los valores se expresan como media ± error estándar. NAT CF, r2= 0.930; H2O CF, r2= 

0.036; ETIL CF, r2= 0.080; 2MB2 CF, r2= 0.293. 
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Figura 13. Ejemplos representativos del patrón temporal diario individual temperatura corporal del día 

posnatal 2 al 7 de conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT CF) o estimulados 

olfativamente con agua destilada (H
2
O CF) etilisobutirato (ETIL CF) o 2-metilbut-2-enal (2MB2 CF), en un 

horario fijo (9:00 horas del tiempo local) cada 24 horas. En P2-P3, la manipulación experimental se realizó 

a las 9:00 horas y a partir del día P4 se retrasó 6 horas en el ciclo, realizándose a las 15:00 horas. La barra 

gris vertical indica el momento del ciclo en el que tuvo lugar la manipulación experimental, la línea roja 

horizontal representa la media del día. En la parte baja se representa el promedio del patrón temporal del 

grupo de los días posnatales 3 y 7. Los valores se expresan como media ± error estándar y temperatura 

en °C. 
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Figura 14. Promedio diario del horario de presentación de la temperatura corporal máxima (triángulos 

apuntando hacia arriba) y temperatura mínima (triángulos apuntando hacia abajo) diaria del día 2 al 7 

posnatal, de conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT CF morado) o estimulados 

olfativamente con agua destilada (H
2
O CF azul), etilisobutirato (ETIL CF naranja) o 2-metilbut-2-enal (2MB2 

CF rojo), en un horario fijo cada 24 horas. En P2-P3, la manipulación experimental se realizó a las 9:00 

horas y a partir del día P4 se retrasó 6 horas en el ciclo, realizándose a las 15:00 horas. La barra gris 

vertical indica el momento del ciclo en el que tuvo lugar la manipulación experimental. Los valores se 

expresan como media ± error estándar. 

 

En cuanto al efecto del cambio de fase sobre la intensidad del componente anticipatorio 

(Figura 15), el ANOVA de dos vías detectó diferencias significativas asociadas a la 

interacción entre el grupo y la edad (Grupo: F
(3,131)

= 0.78, p= NS; Edad: F
(5,131)

= 0.68, p= 

NS; Interacción: F
(15,131)

= 2.77, p= 0.001). En el día P3 no se encontraron diferencias 

significativas entre los cuatro grupos, el grupo NAT CF presentó un incremento 

anticipatorio en la temperatura de 0.15 ± 0.04 °C, similar a lo presentado por los grupos 

H
2
O CF, ETIL CF y 2MB2 CF de 0.24 ± 0.03 °C, 0.33 ± 0.08 °C y 0.21 ± 0.03°C, 

respectivamente. En P7, el grupo NAT CF presentó un incremento anticipatorio en la 

temperatura de 0.43 ± 0.05 °C, similar a lo que presentó el grupo 2MB2 CF de 0.25 ± 

0.07°C °C, en contraste los grupos H
2
O CF y ETIL CF presentaron un incremento 
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anticipatorio de 0.20 ± 0.05 °C y 0.08 ± 0.02 °C, respectivamente, por lo que la intensidad 

del componente anticipatorio en estos grupos fue significativamente menor en 

comparación con NAT CF. 

En lo que respecta al efecto del cambio de fase sobre la duración del componente 

anticipatorio (Figura 15), el ANOVA de dos vías reveló diferencias significativas entre los 

cuatro grupos bajo estudio asociadas a la manipulación experimental y a la interacción 

entre los grupos y la edad (Grupo: F
(3,131)

= 3.93, p= 0.01; Edad: F
(5,131)

= 0.71, p= NS; 

Interacción: F
(15,131)

= 2.04, p= 0.01). En P3, la duración de la anticipación para el grupo 

NAT MF fue de 53.67± 25.52 min similar a la duración que se detectó en los grupos H
2
O 

CF, ETIL CF y 2MB2 CF, de 74.86 ± 16.46 min, 116.00 ± 41.10 min y 65.33 ± 19.69 min, 

respectivamente. En P7, en el grupo NAT CF la anticipación duró en promedió 176.29 ± 

17.36 min, mientras que la anticipación en los grupos H
2
O CF, ETIL CF y 2MB2 CF en 

promedio duró 84.33 ± 33.47 min, 28.33 ± 9.46 min y 96.25 ± 28.47 min, respectivamente, 

las cuales fueron estadísticamente inferiores a la duración del grupo NAT CF. 
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Figura 15. Análisis del componente anticipatorio de la temperatura corporal en el día posnatal 3 y 7 de 

conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT CF) o estimulados olfativamente con agua 

destilada (H
2
O CF), etilisobutirato (ETIL CF) o 2-metilbut-2-enal (2MB2 CF), en un horario fijo (tiempo local 

9:00 horas) cada 24 horas. En P2-P3, la manipulación experimental se realizó a las 9:00 horas y a partir 

del día P4 se retrasó 6 horas en el ciclo, realizándose a las 15:00 horas. En las dos graficas superiores se 

muestra el promedio de la intensidad de la anticipación, se representa como el incremento en ºC con 

respecto a la media. En el par de graficas inferiores se muestra el promedio de la duración del incremento 

anticipatorio, se representa en minutos. Los valores se expresan como media ± error estándar, * indica 

diferencia significativa vs NAT, # vs H
2
O, %vs ETIL p< 0.05. 
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Actividad Locomotora 

Misma Fase 

La actividad locomotora promedio de las crías de conejo de los cuatro grupos bajo estudio 

(Figura 16), mostró un decremento significativo dependiente de la edad (Grupo: F
(3,174)

= 

0.79, p= NS; Edad: F
(5,174)

= 8.94, p< 0.0001; Interacción: F
(15,174)

= 0.3, p= NS). En P3 las 

crías de conejos presentaron un promedio en la actividad locomotora de 22.24 ± 1.34 

movimientos en 2 minutos (mov /2 min), 21.132 ± 2.569 mov /2 min, 22.557 ± 2.571 mov 

/2 min y 23.17 ± 2.235 mov /2 min para el grupo NAT MF, H
2
O MF, ETIL MF y 2MB2 MF, 

respectivamente. En P7 la actividad locomotora alcanzó los 14.482 ± 0.593 mov /2 min, 

14.734 ± 1.502 mov /2 min y 13.843 ± 1.734 mov /2 min, para los grupos NAT MF, H
2
O 

MF, ETIL MF y 2MB2 MF, respectivamente. 

Con respecto al patrón temporal de actividad locomotora en P7, los cuatro grupos bajo 

estudio exhibieron un ritmo diurno característico (Figura 17) en el que la actividad 

locomotora, comenzó a elevarse aproximadamente 3 horas previas al horario de 

amamantamiento (9:00), aproximadamente 1 hora después de ser amamantadas la 

actividad de las crías descendió por debajo de la media diaria y permaneció así por 

aproximadamente 3-4 horas.  

Por lo que corresponde al momento del ciclo en el que se detectó la actividad locomotora 

máxima (Actmáx) (Figura 18), el análisis de varianza mostró que los cuatro grupos bajo 

estudio exhibieron una tendencia similar (Grupo: F
(3,173)

= 1.80, p= NS; Edad: F
(5,173)

= 0.93, 

p= NS; Interacción: F
(15,173)

= 1.18, p= NS). En P3 la Actmáx se presentó a las 13:35 ± 

2:13 hrs, 15:18 ± 2:55 hrs, 14:37 ± 1:50 hrs y 12:03 ± 2:04 hrs en el grupo NAT MF, H
2
O 

MF, ETIL MF, 2MB2 MF, respectivamente. En P7 está ocurrió a las 13:46 ± 2:26 hrs, 

13:51 ± 3:17 hrs, 12:39 ± 2:20 hrs y 17:41 ± 2:28 hrs. No se encontraron diferencias 

significativas entre los grupos en relación al momento en que se presentó la actividad 

locomotora mínima (Actmín), (Grupo: F
(3,172)

= 2, p= NS; Edad: F
(5,172)

= 1.85, p= NS; 

Interacción: F
(15,172)=

 1.60, p= NS). En P3 la Actmín ocurrió a las 14:39 ± 2:2 hrs, 11:10 ± 

2:19 hrs, 14:12 ± 2:22 hrs y 15:30 ± 2:2 hrs en el grupo NAT MF, H
2
O MF, ETIL MF, 2MB2 

MF, respectivamente.  
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Figura 16. Promedio diario de la actividad locomotora del día posnatal 2 al 7, de conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT 

MF: morado) o estimulados olfativamente con agua destilada (H2O MF: azul), etilisobutirato (ETIL MF: naranja) o 2-metilbut-2-enal (2MB2: rojo), en 

un horario fijo (9:00 horas del tiempo local) cada 24 horas. Los valores se expresan como media ± error estándar. NAT CF, r2= 0.880; H2O CF, r2= 

0.879; ETIL CF, r2= 0.863; 2MB2 CF, r2= 0.897. 
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Figura 17. Ejemplos representativos del patrón temporal diario individual de actividad locomotora del día 

posnatal 2 al 7 de conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT MF) o estimulados 

olfativamente con agua destilada (H2O MF), etilisobutirato (ETIL MF) o 2-metilbut-2-enal (2MB2), en un 

horario fijo (9:00 horas del tiempo local) cada 24 horas. La barra gris vertical indica el momento del ciclo en 

el que tuvo lugar la manipulación experimental. La línea roja horizontal representa la media del día. En la 

parte baja se representa el promedio del patrón temporal del grupo de los días posnatales 3 y 7. Los valores 

se expresan como media ± error estándar y movimientos en 2 minutos. 
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Figura 18. Promedio diario del horario de presentación de la actividad locomotora máxima (triángulos 

apuntando hacia arriba) y la actividad mínima (triángulos apuntando hacia abajo) diaria del día 2 al 7 

posnatal, de conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT MF morado) o estimulados 

olfativamente con agua destilada (H2O MF azul), etilisobutirato (ETIL MF naranja) o 2-metilbut-2-enal 

(2MB2 MF rojo), en un horario fijo (9:00 horas del tiempo local) cada 24 horas. La barra gris vertical indica 

el momento del ciclo en el que tuvo lugar la estimulación olfativa. Los valores se expresan como media ± 

error estándar. 

 

En P7 se presentó a las 15:46 ± 2:6 hrs, 18:51 ± 2:27 hrs, 11:39 ± 

1:12 hrs y 15:41 ± 1:50 hrs en el grupo NAT MF, H2O MF, ETIL MF, 

2MB2 MF, respectivamente (Figura 18). 

En cuanto a la intensidad del componente anticipatorio (Figura 19), el ANOVA de dos 

vías mostró un efecto significativo entre los cuatro grupos bajo estudio asociado al 

tratamiento y a la edad (Grupo: F(3,163)= 5.33, p= 0.001; Edad: F(5,163)= 2.78, p= 0.01; 

Interacción: F(15,163)= 1.28, p= NS). En el día P3, el grupo NAT MF presentó un incremento 

anticipatorio en la actividad locomotora de 13.28 ± 2.10 mov /2 min, similar a lo que 

presentó el grupo H2O MF y 2MB2 MF de 15.53 ± 2.95 mov /2 min y 22.82 ± 5.33 mov /2 

min, respectivamente. En contraste el grupo ETIL MF presentó un incremento 

anticipatorio de 26.29 ± 5.58 mov /2 min, por lo que la intensidad del componente 
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anticipatorio en este grupo fue significativamente mayor en comparación con NAT MF. 

En P7 el incremento anticipatorio en la actividad locomotora entre los cuatro grupos fue 

similar, y fue de 8.45 ± 1.82 mov /2 min, 11.03 ± 1.25 mov /2 min, 11.05 ± 2.38 mov /2 

min, 10.65 ± 1.57 mov /2 min, para el grupo NAT MF, H2O MF, ETIL MF y 2MB2 MF, 

respectivamente. 

En lo que respecta a la duración del componente anticipatorio de la actividad locomotora 

(Figura 19), el ANOVA de dos vías mostró un efecto significativo entre los cuatro grupos 

bajo estudio asociado al tratamiento (Grupo: F(3,160)= 3.32, p= 0.02; Edad: F(5,160)= 1.08, 

p= NS; Interacción: F(15,160)= 1.12, p= NS). En P3, la duración de la anticipación para el 

grupo NAT MF fue de 89.33 ± 21.01 min similar a la duración que los grupos ETIL MF y 

2MB2 MF presentaron de 56.25 ± 15.60 min y 43 ± 11.85 min, respectivamente. Mientras 

que la duración de la anticipación del grupo H2O MF fue de 22 ± 4.09 min, 

significativamente menor en comparación con NAT MF. En P7, el grupo NAT MF tuvo 

una duración de la anticipación de 108.20 ± 26.95 min, similar a la duración que mostraron 

los grupos ETIL MF y 2MB2 MF de 59.50 ± 11.92 min y 63.75 ± 21.03 min, por el contrario, 

la anticipación en el grupo H2O MF tuvo una duración de 51.71 ± 18.73 min, 

significativamente menor con respecto a NAT MF. 
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Figura 19. Análisis del componente anticipatorio de la actividad locomotora en el día posnatal 3 y 7 de 

conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT MF) o estimulados olfativamente con agua 

destilada (H2O MF), etilisobutirato (ETIL MF) o 2-metilbut-2-enal (2MB2 MF), en un horario fijo (9:00 horas 

del tiempo local) cada 24 horas. En las dos graficas superiores se muestra el promedio de la intensidad de 

la anticipación, se representa como el incremento en movimientos/ 2 minutos con respecto a la media del 

día. En el par de graficas inferiores se muestra el promedio de la duración del incremento anticipatorio, se 

representa en minutos. Los valores se expresan como media ± error estándar, * indica diferencia 

significativa vs NAT, # vs H2O, %vs ETIL p< 0.05. 
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Cambio de Fase 

La actividad locomotora media de las crías de conejo de los cuatro grupos bajo estudio 

(Figura 20), mostró una disminución significativa asociada a la edad de las crías (Grupo: 

F(3,162)= 4.92, p= 0.002; Edad: F(5,162)= 20.82, p< 0.0001; Interacción: F(15,162)= 0.77, p= 

NS). El promedio de la actividad locomotora diaria de los conejos del grupo NAT CF en 

el día P3 fue de 25.15 ± 2.69 mov /2 min disminuyendo hasta 15.44 ± 1.20 mov /2 min en 

P7, en el caso del grupo H2O CF en P3 fue de 20.12 ± 1.31 mov /2 min llegando a 14.42 

± 1.04 mov /2 min en P7, para el grupo ETIL CF fue de 20.12 ± 1.31 mov /2 min en P3, 

mientras que en P7 alcanzó 13.88 ± 1.39 mov /2 min, finalmente en el grupo 2MB2 CF 

fue de 20.59 ± 1.28 mov /2 min en P3 y llegó a 13.99 ± 0.76 mov /2 min en P7. Cabe 

destacar que en el día P7 no se encontraron diferencias significativas entre la actividad 

locomotora promedio entre los cuatro grupos bajo estudio.  

Con respecto al patrón temporal de actividad locomotora (Figura 21), en P4 las crías de 

los grupos NAT MF, H2O CF, ETIL CF y 2MB2 exhibieron un patrón diurno similar, se 

observó una elevación de la actividad locomotora por encima de la media diaria 

aproximadamente 2 horas antes del horario en el que previamente se había llevado a 

cabo la manipulación experimental las 9:00 horas, la actividad locomotora permaneció 

elevada hasta el momento del nuevo horario de la manipulación experimental a las 15:00 

horas, posteriormente la actividad locomotora disminuyó y permaneció por debajo de la 

media hasta el final del ciclo. Tres ciclos posteriores al cambio de fase en P7, las crías 

de los cuatro grupos bajo estudio exhibieron un patrón temporal en el que la actividad 

locomotora comienza a incrementarse sobre la media diaria aproximadamente 3 horas 

antes de que el amamantamiento o la estimulación olfativa tuviera lugar, minutos después 

de ser alimentadas la temperatura corporal de las crías descendió súbitamente por 

debajo de la media diaria y permaneció así por aproximadamente de 3-6 horas.  
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Figura 20. Promedio diario de la actividad locomotora del día posnatal 2 al 7, de conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT 

CF morado) o estimulados olfativamente con agua destilada (H
2
O CF azul), etilisobutirato (ETIL CF naranja) o 2-metilbut-2-enal (2MB2 CF rojo), en 

un horario fijo (9:00 horas del tiempo local) cada 24 horas. En P2-P3 la manipulación experimental se realizó a las 9:00 horas y a partir del día P4-

P7 se retrasó 6 horas en el ciclo, realizándose a las 15:00 horas. Los valores se expresan como media ± error estándar. NAT CF, r2= 0.880; H
2
O 

CF, r2= 0.654; ETIL CF, r2= 0.956; 2MB2 CF, r2= 0.672. 
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Figura 21. Ejemplos representativos del patrón temporal diario individual de actividad locomotora del día 

posnatal 2 al 7 de conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT CF) o estimulados 

olfativamente con agua destilada (H
2
O CF) etilisobutirato (ETIL CF) o 2-metilbut-2-enal (2MB2 CF), en un 

horario fijo (9:00 horas del tiempo local) cada 24 horas. En P2-P3, la manipulación experimental se realizó 

a las 9:00 horas y a partir del día P4 se retrasó 6 horas en el ciclo, realizándose a las 15:00 horas. La barra 

gris vertical indica el momento del ciclo en el que tuvo lugar la manipulación experimental, la línea roja 

horizontal representa la media del día. En la parte baja se representa el promedio del patrón temporal del 

grupo de los días posnatales 3 y 7. Los valores se expresan como media ± error estándar y movimientos 

en 2 minutos. 
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Por lo que corresponde al momento del ciclo en el que se detectó Actmáx (Figura 22), el 

ANOVA mostró que los cuatro grupos bajo estudio exhibieron una tendencia similar 

(Grupo: F
(3,161)

= 0.62, p= NS;  Edad: F
(5,161)

= 2.66, p= NS; Interacción: F
(15,161)

= 0.78, p= 

NS), En P3 la Actmáx se presentó a las 11:26 ± 1:55 hrs, 13:11 ± 2:30 hrs, 13:53 ± 2:5 

hrs y 16:5 ± 2:15 hrs, en el grupo NAT CF, H
2
O CF, ETIL CF, 2MB2 CF, respectivamente. 

En P7 esta ocurrió a las 17:48 ± 2:06 hrs, 16:53 ± 3:11 hrs, 15:55 ± 2:02 hrs y 15:37 ± 

1:04 hrs, en el grupo NAT MF, H
2
O CF, ETIL CF, 2MB2 CF, respectivamente. En el caso 

de la Actmín (Figura 22), se encontraron diferencias significativas asociadas a la edad 

(Grupo: F
(3,161)

= 0.24, p= NS; Edad: F
(5,161)

= 2.94, p 0.01; Interacción: F
(15,161)

= 1.17, p= 

NS). En P3 Actmín se presentó a las 16:26 ± 2:29 hrs, 13:44 ± 2:2 hrs, 19:44 ± 2:31 hrs 

y 15:1 ± 1:55 hrs en el grupo, NAT CF, H
2
O CF, ETIL CF y 2MB2 CF, respectivamente. 

En P7 la Actmín se presentó en un horario similar a las 19:37 ± 1:34 hrs, 19:57 ± 2:2 hrs, 

15:19 ± 2:20 hrs y 17:35 ± 1:20 hrs en el grupo, NAT CF, H
2
O CF, ETIL CF y 2MB2 CF, 

respectivamente. 

 

Figura 22. Promedio diario del horario de presentación de la actividad locomotora máxima (triángulos 

apuntando hacia arriba) y actividad mínima (triángulos apuntando hacia abajo) diaria del día 2 al 7 posnatal, 

de conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT CF morado) o estimulados 

olfativamente con agua destilada (H
2
O CF azul), etilisobutirato (ETIL CF naranja) o 2-metilbut-2-enal (2MB2 

CF rojo), en un horario fijo cada 24 horas. En P2-P3, la manipulación experimental se realizó a las 9:00 

horas y a partir del día P4 se retrasó 6 horas en el ciclo, realizándose a las 15:00 horas. La barra gris 
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vertical indica el momento del ciclo en el que tuvo lugar la manipulación experimental. Los valores se 

expresan como media ± error estándar. 

 

En cuanto al efecto del cambio de fase sobre la intensidad del componente anticipatorio 

(Figura 23) el ANOVA de dos vías detectó diferencias significativas asociadas a la edad 

(Grupo: F
(3,151)

= 0.61, p= NS; Edad: F
(5,151)

= 2.61, p= 0.02; Interacción: F
(15,151)

= 0.99, p= 

NS). En el día P3 no se encontraron diferencias significativas entre los cuatro grupos, el 

grupo NAT CF presentó un incremento anticipatorio en la actividad locomotora de 20.61 

± 2.74 mov /2 min, similar a lo presentado por los grupos H
2
O CF, ETIL CF y 2MB2 CF 

de 15.04 ± 1.29 mov /2 min, 18.86 ± 2.87 mov /2 min y 18.14 ± 3.82 mov /2 min, 

respectivamente. En P7, el grupo NAT CF presentó un incremento anticipatorio en 

actividad locomotora de 17.59 ± 3.43 mov /2 min, similar a lo que presentaron los grupos 

ETIL CF y 2MB2 CF de 10.73 ± 1.85 mov /2 min y 12.71 ± 1.58 mov /2 min, 

respectivamente. En contraste el grupo H
2
O CF presento un incremento anticipatorio de 

10.52 ± 1.90 mov /2 min, por lo que la intensidad del componente anticipatorio en este 

grupo fue significativamente menor en comparación con NAT CF. 

En lo que respecta al efecto del cambio de fase sobre la duración de la anticipación en la 

actividad locomotora (Figura 23), el ANOVA de dos vías reveló un efecto significativo 

entre los cuatro grupos bajo estudio asociado a la manipulación experimental (Grupo: 

F
(3,151)

= 2.73, p= 0.04; Edad: F
(5,151)

= 1.04, p= NS; Interacción: F
(15,151)

= 1.32, p= NS). En 

el día P3, el grupo NAT CF presentó una duración de la anticipación de 28.29± 4.57 min, 

similar a la que los grupos H
2
O CF y ETIL CF presentaron de 52 ± 18.66 min, 39 ± 8.06 

min, respectivamente. En contraste la anticipación en el grupo 2MB2 CF fue de 86 ± 16.25 

min, por lo que la duración en este grupo fue superior en comparación con NAT CF. En 

P7, en el grupo NAT CF la anticipación duró en promedió 96.57 ± 20.99 min, similar a la 

duración de la anticipación en los grupos ETIL CF y 2MB2 CF de 50.25 ± 13.07 min y 

80.25 ± 13.58 min, respectivamente. Por el contrario, el grupo H
2
O CF mostró una 

disminución significativa en la duración de la anticipación de 37.25 ± 10.36 min, en 

comparación del grupo NAT CF. 
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Figura 23. Análisis del componente anticipatorio de la actividad locomotora en el día posnatal 3 y 7 de 

conejos neonatos, amamantados por una hembra lactante (NAT CF) o estimulados olfativamente con agua 

destilada (H
2
O CF), etilisobutirato (ETIL CF) o 2-metilbut-2-enal (2MB2 CF), en un horario fijo (tiempo local 

9:00 horas) cada 24 horas. En P2-P3, la manipulación experimental se realizó a las 9:00 horas y a partir 

del día P4 se retrasó 6 horas en el ciclo, realizándose a las 15:00 horas. En las dos graficas superiores se 

muestra el promedio de la intensidad de la anticipación, se representa como el incremento en movimientos/ 

2 minutos con respecto a la media. En el par de graficas inferiores se muestra el promedio de la duración 

del incremento anticipatorio, se representa en minutos. Los valores se expresan como media ± error 

estándar, * indica diferencia significativa vs NAT, # vs H
2
O, %vs ETIL p< 0.05. 
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Genes Reloj 

Per1 

Núcleo	Supraquiasmático	

En el hipotálamo de los conejos, de los cuatro grupos bajo estudio, se observó una 

abundante expresión del gen Per1 (Figura 28). En los grupos que en los que la 

manipulación experimental se llevó a cabo a las 9:00 horas, el ANOVA de dos vías reveló 

diferencias significativas en la expresión del gen Per1 con respecto al grupo, la hora del 

día y la interacción entre estos factores, (Grupo: F
(3,64)=

 24.88, p< 0.001; Hora: F
(5,64)

= 

18.53, p< 0.001; Interacción: F
(15,64)

= 3.67, p= 0.001). El análisis COSINOR reveló que 

los cuatro grupos bajo estudio exhiben una fluctuación con un periodo de 24 horas (Tabla 

2) en donde los niveles máximos de Per1 en el NSQ se presentaron en la primera mitad 

del ciclo para los cuatro grupos bajo estudio. Gradualmente los niveles de Per1 

descendieron y alcanzaron su abundancia mínima alrededor de las 5:30, 2:30, 6:00 y las 

3:30 horas, respectivamente. Por lo que se observó una disminución en la expresión de 

Per1 del 47%, 62%, 60% y del 28%, respectivamente (Figura 24, bloque izquierdo). 

En cuanto al patrón temporal de expresión de Per1 en el NSQ de las crías a las que se 

les cambio el horario de la manipulación experimental a las 15:00 horas. El ANOVA 

encontró diferencias significativas en la expresión de Per1, en relación al grupo, la hora 

del día y la interacción (Grupo: F
(3,68)

= 11.60, p< 0.0001; Hora: F
(5,68)

= 3.99, p= 0.003; 

Interacción: F
(15,68)

= 3.70, p= 0.0001). El ajuste COSINOR arrojo datos significativos 

sobre la presencia de una fluctuación de 24 horas en los niveles de expresión de Per1 en 

el NSQ de las crías de los grupos NAT CF y 2MB2 CF (Tabla 2), estos grupos presentaron 

los niveles máximos del gen en la segunda mitad del ciclo, mientras que el nadir se 

observó aproximadamente a las 11:00 horas para el grupo NAT CF y a las 14:00 horas 

para 2MB2 CF, mostrando una disminución del 36% y del 8% en la expresión del gen, 

respectivamente (Figura 24, bloque derecho). 
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En lo que respecta al efecto del cambio de fase, el grupo NAT CF exhibió un retraso de 

5 h 18 min en comparación con NAT MF, mientras que el grupo 2MB2 CF exhibió un 

retraso de 10 h 5min horas en comparación con 2MB2 MF en la expresión de Per1 Figura 

24). 

 

Tabla 2. Resultados del análisis COSINOR en el perfil de expresión del gen Per1 en el NSQ de conejos 

de 7 días de edad, se muestran los valores del mesor, amplitud, acrofase (horas: minutos, del tiempo 

local), porcentaje de ritmicidad y el valor de p, para un ritmo de 24 horas. 

 

Per1 NSQ 

GRUPO MESOR AMPLITUD ACROFASE 
% DE 

RITMICIDAD 
p< 0.05 

NAT MF 0.134 0.048 17:50 96.53 ü 

H
2
O MF 0.085 0.02 14:37 61.62 ü 

ETIL MF 0.107 0.027 17:52 63.65 ü 

2MB2 MF 0.159 0.09 15:44 98.72 ü 

NAT CF 0.279 0.132 23:08 98.39 ü 

H
2
O CF 0.189 0.055 -- 36.67 -- 

ETIL CF 0.148 0.015 -- 10.3 -- 

2MB2 CF 0.15 0.128 01:49 67.67 ü 
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Figura 24. Patrón temporal de expresión del gen Per1 en el NSQ de conejos de 7 días de edad (P7), 

amamantados por una hembra lactante grupo NAT o estimulados olfativamente con agua destilada grupo 

H
2
O, o etilisobutirato grupo ETIL, o 2-metilbut-2-enal grupo 2MB2 en un horario fijo, cada 24 horas. Para 

los grupos del bloque izquierdo la manipulación experimental se realizó de P2-P7 a las 9:00 horas del 

tiempo local, para los grupos del bloque derecho la manipulación experimental se realizó en P2- P3, a las 

9:00 horas y de P4-P7 a las 15:00 horas. Los círculos negros representan densidad óptica relativa media 

(DOR) ± error estándar, la línea continua representa el ajuste a una función cosenosoidal de 24 horas, 

cuando el porcentaje de ritmicidad fue superior al 50% y p< 0.05, la línea discontinua indica cuando las 

condiciones anteriores no se cumplieron. 
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Bulbo	olfativo	capa	glomerular	

En el BO, de las crías de todos los grupos experimentales, se detectó la expresión del 

gen Per1 de forma abundante (Figura 29). En los grupos que en los que la manipulación 

experimental se llevó a cabo a las 9:00 horas, el ANOVA de dos vías reveló diferencias 

significativas en la expresión del gen Per1 en la capa glomerular del BO asociadas al 

grupo, la hora del día y la interacción (Grupo: F
(3,72)

= 4.92, p= 0.003; Hora: F
(5,72)

= 11.49, 

p< 0.0001; Interacción: F
(15,72)

= 1.90, p= 0.03). El análisis COSINOR reveló que los cuatro 

grupos bajo estudio exhiben una fluctuación con un periodo de 24 horas (Tabla 3), en 

donde los niveles máximos de Per1 en la capa glomerular del BO, se presentaron en la 

primera mitad del ciclo en los cuatro grupos bajo estudio. Gradualmente los niveles de 

Per1 descendieron y presentando su abundancia mínima alrededor de las 3:30, 6:30, 

4:30 y las 4:00 horas, respectivamente. Por lo que se observó una disminución en la 

expresión de Per1 del 36%, 68%, 65% y del 55%, respectivamente (Figura 25, bloque 

izquierdo). 

En relación a los grupos de crías donde el horario de la manipulación experimental se 

retrasó 6 horas, el ANOVA reveló diferencias significativas asociadas al grupo, la hora 

del día y la interacción entre estos (Grupo: F
(3,74)

= 4.66, p= 0.004; Hora: F
(5,74)

= 17.04, p< 

0.0001; Interacción: F
(15,74)

= 2.26, p= 0.01). El ajuste COSINOR arrojo datos significativos 

sobre la presencia de una fluctuación de 24 horas en los niveles de expresión de Per1 en 

la capa glomerular del BO de las crías de los grupos NAT CF y 2MB2 CF (Tabla 3). Los 

niveles máximos de Per1 en estos grupos se observaron en la segunda mitad del ciclo. 

Mientras que la abundancia mínima de Per1 se observó al inicio del ciclo a las 9:30 horas 

en ambos grupos, mostrando una disminución del 36% y 52%, en el grupo NAT CF y 

2MB2 CF, respectivamente (Figura 25, bloque derecho). 

En cuanto al efecto del cambio de fase sobre el patrón de expresión del gen Per1 en la 

capa glomerular del BO, se observó un retraso de 5 h 51 min para el grupo NAT CF y de 

5 h 23 min para 2MB2 CF (Figura 25). 
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Tabla 3. Resultados del análisis COSINOR en el perfil de expresión del gen Per1 en la capa glomerular 

del BO de conejos de 7 días de edad, se muestran los valores del mesor, amplitud, acrofase (horas: 

minutos, del tiempo local) porcentaje de ritmicidad y el valor de p, para un ritmo de 24 horas. 

 

Per1 BO Glomerular 

GRUPO MESOR AMPLITUD ACROFASE 
% DE 

RITMICIDAD 
p< 0.05 

NAT MF 0.089 0.041 15:34 93.92 ü 

H
2
O MF 0.111 0.021 18:23 53.78 

ü 

ETIL MF 0.107 0.023 16:21 65.32 ü 

2MB2 MF 0.111 0.033 15:60 62.46 ü 

NAT CF 0.105 0.049 21:26 91.8 ü 

H
2
O CF 0.098 0.021 -- 48 -- 

ETIL CF 0.105 0.025 -- 38.99 -- 

2MB2 CF 0.126 0.04 21:23 82.02 ü 
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Figura 25.. Patrón temporal de expresión del gen Per1 en la capa glomerular del BO de conejos de 7 días 

de edad (P7), amamantados por una hembra lactante grupo NAT o estimulados olfativamente con agua 

destilada grupo H
2
O, o etilisobutirato grupo ETIL, o 2-metilbut-2-enal grupo 2MB2 en un horario fijo, cada 

24 horas. Para los grupos del bloque izquierdo la manipulación experimental se realizó de P2-P7 a las 9:00 

horas del tiempo local, para los grupos del bloque derecho la manipulación experimental se realizó en P2 

y P3, a las 9:00 horas y de P4-P7 a las 15:00 horas. Los círculos negros representan densidad óptica 

relativa media (DOR) ± error estándar, la línea continua representa el ajuste a una función cosenosoidal de 

24 horas, cuando el porcentaje de ritmicidad fue superior al 50% y p< 0.05, la línea discontinua indica 

cuando las condiciones anteriores no se cumplieron. 
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Bulbo	olfativo	capa	mitral	

En los grupos en los que la manipulación experimental se llevó a cabo a las 9:00 horas, 

el ANOVA de dos vías reveló diferencias significativas en la expresión del gen Per1 en la 

capa mitral del BO asociadas al grupo, la hora del día y la interacción entre estas (Grupo: 

F
(3,77)

= 2.74, p= 0.04; Hora: F
(5,77)

= 19.85, p< 0.001; Interacción: F
(15,77)

= 2.61, p= 0.003). 

El análisis COSINOR reveló que los cuatro grupos bajo estudio exhiben una fluctuación 

con un periodo de 24 horas (Tabla 4) en donde los niveles máximos de Per1 en la capa 

mitral del BO se presentaron durante la primera mitad del ciclo en todos los grupos. 

Posteriormente los niveles de Per1 descendieron, exhibiendo su mínima abundancia 

alrededor de las 5:30, 7:30, 4:00 y las 5:00 horas, respectivamente. Por lo que se observó 

una disminución en la expresión de Per1 en la capa mitral del BO del 39%, 54%, 51% y 

del 46%, respectivamente (Figura 26, bloque izquierdo). 

En cuanto la expresión de Per1 en la capa mitral del BO de las crías de los grupos donde 

el horario de la manipulación experimental se cambió de fase, el ANOVA encontró 

cambios significativos a lo largo del día (Grupo: F
(3,74)

= 0.06, p= NS; Hora: F
(5,74)

= 14.87, 

p< 0.0001; Interacción: F
(15,74)

= 2.46, p= NS). El ajuste COSINOR arrojo datos 

significativos sobre la presencia de una fluctuación de 24 horas en los niveles de 

expresión de Per 1 en la capa mitral del BO de los grupos NAT CF y 2MB2 CF (Tabla 4). 

Estos grupos presentaron los niveles máximos del gen durante la segunda mitad del ciclo 

y su abundancia mínima alrededor de las 9:30 y de las 8:30 horas en el grupo NAT CF y 

2MB2 CF, respectivamente. Por lo que mostraron una disminución del 41% y del 51%, 

respectivamente (Figura 26, bloque derecho). 

En lo que respecta al efecto del cambio de fase sobre el patrón de expresión del gen Per1 

en la capa mitral del BO, se observó un retraso de 4 h 1 min para NAT CF en comparación 

con NAT MF y 3 h 9min para 2MB2 CF en comparación con 2MB2 MF (Figura 26). 
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Tabla 4. Resultados del análisis COSINOR en el perfil de expresión del gen Per1 en la capa mitral del BO 

de conejos de 7 días de edad, se muestran los valores del mesor, amplitud, acrofase (horas: minutos, del 

tiempo local) porcentaje de ritmicidad y el valor de p, para un ritmo de 24 horas. 

 

Per1 BO Mitral 

GRUPO MESOR AMPLITUD ACROFASE 
% DE 

RITMICIDAD 
p< 0.05 

NAT MF 0.137 0.061 17:43 93.63 ü 

H
2
O MF 0.117 0.035 19:17 54.71 

ü 

ETIL MF 0.123 0.04 16:03 81.61 ü 

2MB2 MF 0.145 0.054 17:09 76.27 ü 

NAT CF 0.12 0.051 21:44 96.96 ü 

H
2
O CF 0.12 0.024 -- 45.82 -- 

ETIL CF 0.124 0.032 -- 35.46 -- 

2MB2 CF 0.123 0.04 20:17 77.43 ü 
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Figura 26. Patrón temporal de expresión del gen Per1 en la capa mitral del BO de conejos de 7 días de 

edad (P7), amamantados por una hembra lactante grupo NAT o estimulados olfativamente con agua 

destilada grupo H
2
O, o etilisobutirato grupo ETIL, o 2-metilbut-2-enal grupo 2MB2 en un horario fijo, cada 

24 horas. Para los grupos del bloque izquierdo la manipulación experimental se realizó de P2-P7 a las 9:00 

horas del tiempo local, para los grupos del bloque derecho la manipulación experimental se realizó en P2 

y P3, a las 9:00 horas y de P4-P7 a las 15:00 horas. Los círculos negros representan densidad óptica 

relativa media (DOR) ± error estándar, la línea continua representa el ajuste a una función cosenosoidal de 

24 horas, cuando el porcentaje de ritmicidad fue superior al 50% y p< 0.05, la línea discontinua indica 

cuando las condiciones anteriores no se cumplieron. 
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Bulbo	olfativo	capa	granular	

En los grupos que en los que la manipulación experimental se llevó a cabo a la misma 

hora, el ANOVA de dos vías reveló diferencias significativas en la expresión del gen Per1 

en la capa granular del BO asociadas a la hora del día y al grupo (Grupo: F
(3,73)

= 5.57, p= 

0.001; Hora: F
(5,73)

= 10.99, p< 0.0001; Interacción: F
(15,73)

= 1.27, p= NS). El análisis 

COSINOR reveló que los cuatro grupos bajo estudio exhiben una fluctuación con un 

periodo de 24 horas (Tabla 5), en donde los niveles máximos de Per1 en la capa granular 

del BO, se presentaron durante la segunda mitad del ciclo en todos los grupos. 

Posteriormente, los niveles de Per1 descendieron y alcanzaron sus niveles más bajos 

alrededor de las 10:30, 11:30, 13:00 y las 11:00 horas para NAT MF, H
2
O MF, ETIL MF 

y 2MB2 MF, respectivamente. Momento en el que se observó una disminución en la 

expresión de Per1 del 54%, 78%, 75% y del 54%, respectivamente (Figura 27, bloque 

izquierdo). 

En relación a los grupos de crías donde el horario de la manipulación experimental se 

retrasó 6 horas, el ANOVA encontró cambios significativos a lo largo del día (Grupo: 

F
(3,72)

= 0.82, p= NS; Hora: F
(5,72)

= 7.70, p< 0.0001; Interacción: F
(15,72)

= 0.62, p= NS). El 

ajuste COSINOR arrojo datos significativos sobre la presencia de una fluctuación de 24 

horas en los niveles de expresión de Per 1 en la capa granular del BO de las crías de los 

grupos H
2
O CF y ETIL CF (Tabla 5). Los niveles máximos de Per1 se observaron en la 

segunda mitad del ciclo en ambos grupos, mientras que el mínimo se observó a las 16:06 

y 16:43 horas, respectivamente, por lo que la expresión de Per1 mostro una disminución 

del 78% y 75%, respectivamente (Figura 27, bloque derecho). 

En cuanto al efecto del cambio de fase sobre el patrón de expresión del gen Per1 en la 

capa granular del BO, se observó un adelanto de 7 h 24 min para H
2
O CF y 8 h 11 min 

para ETIL CF en comparación con los grupos que mantuvieron la misma fase en la 

manipulación experimental (Figura 27). 
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Tabla 5. Resultados del análisis COSINOR en el perfil de expresión del gen Per1 en la capa granular del 

BO de conejos de 7 días de edad, se muestran los valores del mesor, amplitud, acrofase (horas: minutos, 

del tiempo local) porcentaje de ritmicidad y el valor de p, para un ritmo de 24 horas. 

 

Per1 BO Granular 

GRUPO MESOR AMPLITUD ACROFASE 
% DE 

RITMICIDAD 
p< 0.05 

NAT MF 0.099 0.03 22:20 81.58 ü 

H
2
O MF 0.105 0.013 23:30 51.08 ü 

ETIL MF 0.105 0.015 24:54 59.67 ü 

2MB2 MF 0.112 0.033 23:12 91.09 ü 

NAT CF 0.121 0.026 -- 35.53 -- 

H
2
O CF 0.12 0.036 16:06 60.77 ü 

ETIL CF 0.099 0.021 16:43 85.58 ü 

2MB2 CF 0.133 0.028 -- 44.14 -- 
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Figura 27. Patrón temporal de expresión del gen Per1 en la capa granular del BO de conejos de 7 días de 

edad (P7), amamantados por una hembra lactante grupo NAT o estimulados olfativamente con agua 

destilada grupo H
2
O, o etilisobutirato grupo ETIL, o 2-metilbut-2-enal grupo 2MB2 en un horario fijo, cada 

24 horas. Para los grupos del bloque izquierdo la manipulación experimental se realizó de P2-P7 a las 9:00 

horas del tiempo local, para los grupos del bloque derecho la manipulación experimental se realizó en P2 

y P3, a las 9:00 horas y de P4-P7 a las 15:00 horas. Los círculos negros representan densidad óptica 

relativa media (DOR) ± error estándar, la línea continua representa el ajuste a una función cosenosoidal de 

24 horas, cuando el porcentaje de ritmicidad fue superior al 50% y p< 0.05, la línea discontinua indica 

cuando las condiciones anteriores no se cumplieron.
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Figura 28. Microfotografías representativas que muestran la expresión de los genes reloj Per1 a las 1:00 horas (tiempo local) y Bmal1 a las 17:00 

horas (tiempo local), en el núcleo supraquiasmático de conejos de 7 días de edad. Los animales fueron amamantados por una hembra lactante 

(NAT) en un horario fijo, cada 24 horas. Para los grupos MF la manipulación experimental se realizó de P2-P7 a las 9:00 horas del tiempo local. 

Para los grupos CF la manipulación experimental se realizó en P2 y P3, a las 9:00 horas y de P4-P7 a las 15:00 horas. S: control  hibridado con 

sonda sentido, B: control hibridado con medio de hibridación, NSQ: núcleo supraquiasmático, IIIV: tercer ventrículo, QO: quiasma óptico, barra de 

escala= 200µm. 
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Figura 29. Microfotografías representativas que muestran la expresión de los genes reloj Per1 a las 1:00 horas (tiempo local) y Bmal1 a las 9:00 

horas (tiempo local), en las capas glomerular, mitral y granular del bulbo olfativo de conejos de 7 días de edad. Los animales fueron amamantados 

por una hembra lactante (NAT) en un horario fijo, cada 24 horas. Para los grupos MF la manipulación experimental se realizó de P2-P7 a las 9:00 

horas del tiempo local. Para los grupos CF la manipulación experimental se realizó en P2 y P3, a las 9:00 horas y de P4-P7 a las 15:00 horas. S: 

control hibridado con sonda sentido, B: control hibridado con medio de hibridación, GLO: capa glomerular, MIT:  capa mitral, GRA: capa granular, 

barra de escala= 400µm. 
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Bmal1 

Núcleo	Supraquiasmático	

En los cuatro grupos bajó estudio se observó una abundante expresión del gen Bmal1 en 

el NSQ (Figura 28). En los grupos que en los que la manipulación experimental se llevó 

a cabo a la misma hora, el ANOVA de dos vías reveló diferencias significativas asociadas 

al grupo, la hora del día y la interacción entre estas (Grupo: F(3,68)= 7.67, p= 0.0002; Hora: 

F(5,68)= 18.96, p< 0.0001; Interacción: F(15,68)= 2.90, p= 0.001). El análisis COSINOR 

reveló que los grupos NAT MF, ETIL MF y 2MB2 MF exhiben una fluctuación con un 

periodo de 24 horas (Tabla 6) en donde los niveles máximos de Bmal1 en el NSQ se 

presentaron al inicio del ciclo en todos los casos. Posteriormente los niveles de Bmal1 

descendieron y alcanzaron su mínimo alrededor de las 21:00, 19:30 y las 19:00 horas, 

en el grupo NAT MF, ETIL MF y 2MB2 MF, respectivamente. Por lo que se observó una 

disminución en la expresión de Bmal1 del 21%, 41% y del 33%, respectivamente (Figura 

30, bloque izquierdo). 

En cuanto a las crías de los grupos donde el horario de la manipulación experimental se 

cambió de fase, el ANOVA encontró diferencias significativas en la expresión de Bmal1 

en el NSQ, en cuanto al grupo y la hora del día (Grupo: F(3,69)= 20.24, p< 0.0001; Hora: 

F(5,69)= 6.15, p< 0.0001; Interacción: F(15,69)= 0.83, p= NS). El ajuste COSINOR arrojo 

datos significativos sobre la presencia de una fluctuación de 24 horas en los niveles de 

expresión de Bmal1 en el NSQ de las crías de los grupos NAT CF y 2MB2 CF (Tabla 6). 

Los niveles máximos del gen se observaron en la primera mitad del ciclo, mientras que 

el nadir se alcanzó alrededor de las 2:00 y 2:30 horas para el grupo NAT CF y 2MB2 CF, 

respectivamente. Mostrando una disminución del 20% y 63% en la expresión del gen, 

respectivamente (Figura 30, bloque derecho). 

En lo que respecta al efecto del cambio de fase sobre el patrón temporal de la expresión 

del gen Bmal1 en el NSQ, se observó un retraso de 5 h 37 min y 7 h 51 min horas en el 

grupo NAT CF y 2MB2 CF, respectivamente, en comparación con los grupos que 

mantuvieron la misma fase en la manipulación experimental (Figura 30). 
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Tabla 6. Resultados del análisis COSINOR en el perfil de expresión del gen Bmal1 en el NSQ de conejos 

de 7 días de edad, se muestran los valores del mesor, amplitud, acrofase (horas: minutos, del tiempo 

local) porcentaje de ritmicidad y el valor de p, para un ritmo de 24 horas. 

 

Bmal1 NSQ 

GRUPO MESOR AMPLITUD ACROFASE 
% DE 

RITMICIDAD 
p< 0.05 

NAT MF 0.181 0.117 8:56 94.28 ü 

H2O MF 0.111 0.022 -- 28.91 -- 

ETIL MF 0.172 0.072 8:44 75.5 ü 

2MB2 MF 0.182 0.092 7:14 68.52 ü 

NAT CF 0.117 0.078 14:33 94.33 ü 

H2O CF 0.14 0.029 -- 49.77 -- 

ETIL CF 0.116 0.031 -- 33.47 -- 

2MB2 CF 0.15 0.128 14:55 67.67 ü 
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Figura 30. Patrón temporal de expresión del gen Bmal1 en el NSQ de conejos de 7 días de edad (P7), 

amamantados por una hembra lactante grupo NAT o estimulados olfativamente con agua destilada grupo 

H2O, o etilisobutirato grupo ETIL, o 2-metilbut-2-enal grupo 2MB2 en un horario fijo, cada 24 horas. Para 

los grupos del bloque izquierdo la manipulación experimental se realizó de P2-P7 a las 9:00 horas del 

tiempo local, para los grupos del bloque derecho la manipulación experimental se realizó en P2 y P3, a las 

9:00 horas y de P4-P7 a las 15:00 horas. Los círculos negros representan densidad óptica relativa media 

(DOR) ± error estándar, la línea continua representa el ajuste a una función cosenosoidal de 24 horas, 

cuando el porcentaje de ritmicidad fue superior al 50% y p< 0.05, la línea discontinua indica cuando las 

condiciones anteriores no se cumplieron. 
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Bulbo	olfativo	capa	glomerular	

En el BO, de las crías de todos los grupos experimentales, se detectó la expresión del 

gen Bmal1 de forma abundante (Figura 29). En los grupos que en los que la manipulación 

experimental se llevó a cabo a las 9:00 horas, el ANOVA de dos vías reveló diferencias 

significativas en la expresión del gen Bmal1 en la capa glomerular del BO, asociadas al 

grupo y a la hora del día (Grupo: F(3,73)= 3.63, p= 0.01; Hora: F(5,73)= 4.07, p= 0.002; 

Interacción: F(15,73)= 1.20, p= NS). El análisis COSINOR detectó la presencia de un ritmo 

de 24 horas en la expresión de Bmal1 para los grupos, NAT MF, ETIL MF y 2MB2 MF 

(Tabla 7). Los niveles máximos de Bmal1 en la capa glomerular del BO, se presentaron 

durante la segunda mitad del ciclo para NAT MF, ETIL MF y 2MB2 MF. Posteriormente 

los niveles de Bmal1 descendieron y alcanzaron su mínimo alrededor de las 14:30 y las 

9:00 horas, para NAT MF, ETIL MF y 2MB2 MF, respectivamente. Por lo que se observó 

una disminución en la expresión del gen del 62%, 70% y del 70%, respectivamente 

(Figura 31, bloque izquierdo).  

En relación a los grupos de crías donde el horario de la manipulación experimental se 

retrasó 6 horas, el ANOVA encontró diferencias a lo largo del día en la expresión de 

Bmal1 (Grupo: F(3,74)= 2.32, p= NS; Hora: F(5,74)= 2.92, p= 0.01; Interacción: F(15,74)= 1.05, 

p= NS). El ajuste COSINOR arrojo datos significativos sobre la presencia de una 

fluctuación de 24 horas en los niveles de expresión de Bmal1 en la capa glomerular del 

BO de las crías de los grupos NAT CF y 2MB2 CF (Tabla 7), en donde los niveles 

máximos de Bmal1 se observaron al final del ciclo, mientras que los niveles más bajos 

ocurrieron cerca de las 18:30 y las 17:30 horas, mostrando una disminución del 68% y 

del 67%, en el grupo NAT CF, y 2MB2 CF, respectivamente (Figura 31, bloque derecho). 

En cuanto al efecto del cambio de fase sobre el patrón de expresión del gen Bmal1 en la 

capa glomerular del BO, se observó un retraso de 3 h 35 min para NAT CF y 8 h 33 min 

para 2MB2 CF en comparación con los grupos que mantuvieron la misma fase en la 

manipulación experimental (Figura 31) 
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Tabla 7. Resultados del análisis COSINOR en el perfil de expresión del gen Bmal1 en la capa glomerular 

del BO de conejos de 7 días de edad, se muestran los valores del mesor, amplitud, acrofase (horas: 

minutos, del tiempo local) porcentaje de ritmicidad y el valor de p, para un ritmo de 24 horas. 

 

 

Bmal1 BO glomerular 

GRUPO MESOR AMPLITUD ACROFASE 
% DE 

RITMICIDAD 
p< 0.05 

NAT MF 0.122 0.028 2:45 71.29 ü 

H2O MF 0.077 0.019 -- 13.46 -- 

ETIL MF 0.116 0.02 2:28 52.92 ü 

2MB2 MF 0.127 0.023 21:00 84.28 ü 

NAT CF 0.121 0.023 6:20 89.09 ü 

H2O CF 0.121 0.005 -- 2.266 -- 

ETIL CF 0.128 0.028 -- 33.72 -- 

2MB2 CF 0.104 0.021 5:33 70.6 ü 
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Figura 31. Patrón temporal de expresión del gen Bmal1 en la capa glomerular de conejos de 7 días de 

edad (P7), amamantados por una hembra lactante grupo NAT o estimulados olfativamente con agua 

destilada grupo H2O, o etilisobutirato grupo ETIL, o 2-metilbut-2-enal grupo 2MB2 en un horario fijo, cada 

24 horas. Para los grupos del bloque izquierdo la manipulación experimental se realizó de P2-P7 a las 9:00 

horas del tiempo local, para los grupos del bloque derecho la manipulación experimental se realizó en P2 

y P3, a las 9:00 horas y de P4-P7 a las 15:00 horas. Los círculos negros representan densidad óptica 

relativa media (DOR) ± error estándar, la línea continua representa el ajuste a una función cosenosoidal de 

24 horas, cuando el porcentaje de ritmicidad fue superior al 50% y p< 0.05, la línea discontinua indica 

cuando las condiciones anteriores no se cumplieron. 
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Bulbo	olfativo	capa	mitral	

En los grupos en los que la manipulación experimental se llevó a cabo a las 9:00 horas, 

el ANOVA de dos vías reveló diferencias significativas en la expresión del gen Bmal1 en 

la capa mitral del BO asociadas al grupo, y a la interacción (Grupo: F(3,68)= 3.37, p= 0.023; 

Hora: F(5,68)= 1.27, p= NS; Interacción: F(15,68)= 2.77, p= 0.002). El análisis COSINOR 

reveló que los grupos NAT MF y ETIL MF exhiben fluctuaciones con un periodo de 24 

horas (Tabla 8) en donde los niveles máximos de Bmal1 en la capa mitral del BO se 

presentaron en la segunda mitad del ciclo. Los niveles de Bmal1 descendieron, 

alcanzando su mínimo alrededor de las 12:00 en el grupo NAT MF y a las 16:30 ETIL MF. 

Se observó una disminución en la expresión de Bmal1 en la capa mitral del BO del 77% 

y del 61%, respectivamente (Figura 32, bloque izquierdo). 

 En cuanto la expresión de Bmal1 en la capa mitral del BO de las crías de los grupos 

donde el horario de la manipulación experimental se cambió de fase, el ANOVA encontró 

cambios significativos en relación al grupo, a la hora del día y la interacción entre estas 

(Grupo: F(3,76)= 3.80, p= 0.01; Hora: F(5,76)= 13.80, p< 0.0001; Interacción: F(15,76)= 2.38, 

p= 0.007). El ajuste COSINOR arrojo datos significativos sobre la presencia de una 

fluctuación de 24 horas en los niveles de expresión de Bmal1 en la capa mitral del BO de 

los grupos NAT CF, ETIL CF y 2MB2 CF (Tabla 8). Estos grupos presentaron los niveles 

máximos del gen durante la primera mitad del ciclo. Mientras que los niveles mínimos de 

Bmal1 se observaron a las 20:30, 21:00 y las 19:30 horas, el grupo NAT CF, ETIL CF y 

2MB2 CF, respectivamente. Mostrando una disminución del 58%, 51% y del 54%, 

respectivamente (Figura 32, bloque derecho). 

En cuanto al efecto del cambio de fase sobre el patrón de expresión del gen Bmal1 en la 

capa glomerular del BO, se observó un retraso de 8 h 32 min para NAT CF, 4 h 21 min 

para ETIL CF y de 8 h 55 min para 2MB2 CF, en comparación con los grupos que 

mantuvieron la misma fase en la manipulación experimental (Figura 32). 
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Tabla 8. Resultados del análisis COSINOR en el perfil de expresión del gen Bmal1 en la capa mitral del 

BO de conejos de 7 días de edad, se muestran los valores del mesor, amplitud, acrofase (horas: minutos, 

del tiempo local) porcentaje de ritmicidad y el valor de p, para un ritmo de 24 horas. 

 

Bmal1 BO Mitral 

GRUPO MESOR AMPLITUD ACROFASE 
% DE 

RITMICIDAD 
p< 0.05 

NAT  MF 0.134 0.018 23:59 60.88 ü 

H2O MF 0.175 0.032 -- 16.31 -- 

ETIL MF 0.161 0.04 4:32 67.05 ü 

2MB2 MF 0.152 0.026 -- 40.7 -- 

NAT CF 0.135 0.035 8:32 87.43 ü 

H2O CF 0.12 0.01 -- 29.4 -- 

ETIL CF 0.115 0.038 8:53 67.02 ü 

2MB2 CF 0.117 0.035 7:17 91.07 ü 
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Figura 32. Patrón temporal de expresión del gen Bmal1 en la capa mitral del BO de conejos de 7 días de 

edad (P7), amamantados por una hembra lactante grupo NAT o estimulados olfativamente con agua 

destilada grupo H2O, o etilisobutirato grupo ETIL, o 2-metilbut-2-enal grupo 2MB2 en un horario fijo, cada 

24 horas. Para los grupos del bloque izquierdo la manipulación experimental se realizó de P2-P7 a las 9:00 

horas del tiempo local, para los grupos del bloque derecho la manipulación experimental se realizó en P2 

y P3, a las 9:00 horas y de P4-P7 a las 15:00 horas. Los círculos negros representan densidad óptica 

relativa media (DOR) ± error estándar, la línea continua representa el ajuste a una función cosenosoidal de 

24 horas, cuando el porcentaje de ritmicidad fue superior al 50% y p< 0.05, la línea discontinua indica 

cuando las condiciones anteriores no se cumplieron. 
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Bulbo	olfativo	capa	granular	

En los grupos que en los que la manipulación experimental se llevó a cabo a las 9:00 

horas, el ANOVA de dos vías reveló cambios a lo largo del día en la expresión del gen 

Bmal1 en la capa granular del BO (Grupo: F(3,72)= 0.54, p= NS; Hora: F(5,72)= 2.68, p= 

0.02; Interacción: F(15,72)= 1.57, p= NS). El análisis COSINOR reveló que los cuatro grupos 

bajo estudio exhiben una fluctuación con un periodo de 24 horas (Tabla 9), en donde los 

niveles máximos de Bmal1 en la capa granular del BO, se presentaron al final del ciclo 

para los grupos NAT MF, ETIL MF y 2MB2 MF, y al inicio del ciclo para el grupo H2O MF. 

Posteriormente, los niveles de Bmal1 descendieron y alcanzaron su mínimo alrededor de 

las 16:00, 22:00, 15:30 y las 12:30 horas para NAT MF, H2O MF, ETIL MF y 2MB2 MF, 

respectivamente. Por lo que se observó una disminución en la expresión de Bmal1 del 

69%, 51%, 59% y del 65%, respectivamente (Figura 33, bloque izquierdo). 

En relación a los grupos de crías donde el horario de la manipulación experimental se 

retrasó 6 horas, el ANOVA encontró diferencias significativas asociadas a la interacción 

entre la hora del día y el grupo (Grupo: F(3,76)= 0.26, p= NS; Hora: F(5,76)= 2.04, p= NS; 

Interacción: F(15,76)= 1.95, p 0.03). El análisis COSINOR detectó la presencia de un ritmo 

de 24 horas en la expresión de Bmal1 en la capa mitral del BO para los grupos, NAT CF 

y 2MB2 CF (Tabla 9), el nivel máximo de Bmal1 se observó al inicio del ciclo para NAT 

CF y al final del ciclo para 2MB2 CF, mientras que el mínimo se observó a las 21:00 y a 

las 16:30 horas, respectivamente. Por lo que la expresión de Bmal1 mostro una 

disminución del 60% y 67%, respectivamente (Figura 33, bloque derecho). 

En cuanto al efecto del cambio de fase sobre el patrón de expresión del gen Bmal1 en la 

capa granular del BO, se observó un adelanto de 4 h 59 min para NAT CF y 3 h 53 min 

para 2MB2 CF, en comparación con los grupos que mantuvieron la misma fase en la 

manipulación experimental (Figura 33).  



 

 106 

 

Tabla 9. Resultados del análisis COSINOR en el perfil de expresión del gen Bmal1 en la capa granular 

del BO de conejos de 7 días de edad, se muestran los valores del mesor, amplitud, acrofase (horas: 

minutos, del tiempo local) porcentaje de ritmicidad y el valor de p, para un ritmo de 24 horas. 

 

Bmal1 BO Granular 

GRUPO MESOR AMPLITUD ACROFASE 
% DE 

RITMICIDAD 
p< 0.05 

NAT MF 0.138 0.025 4:08 52.18 ü 

H2O MF 0.15 0.049 9:44 78.32 ü 

ETIL MF 0.148 0.038 3:24 83.87 ü 

2MB2 MF 0.135 0.029 0:40 60.24 ü 

NAT CF 0.113 0.028 9:07 74.45 ü 

H2O CF 0.111 0.003 -- 6.494 -- 

ETIL CF 0.12 0.005 -- 2.932 -- 

2MB2 CF 0.112 0.022 4:33 64.35 ü 
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Figura 33. Patrón temporal de expresión del gen Bmal1 en la capa granular del BO de conejos de 7 días 

de edad (P7), amamantados por una hembra lactante grupo NAT o estimulados olfativamente con agua 

destilada grupo H2O, o etilisobutirato grupo ETIL, o 2-metilbut-2-enal grupo 2MB2 en un horario fijo, cada 

24 horas. Para los grupos del bloque izquierdo la manipulación experimental se realizó de P2-P7 a las 9:00 

horas del tiempo local, para los grupos del bloque derecho la manipulación experimental se realizó en P2 

y P3, a las 9:00 horas y de P4-P7 a las 15:00 horas. Los círculos negros representan densidad óptica 

relativa media (DOR) ± error estándar, la línea continua representa el ajuste a una función cosenosoidal de 

24 horas, cuando el porcentaje de ritmicidad fue superior al 50% y p< 0.05, la línea discontinua indica 

cuando las condiciones anteriores no se cumplieron.
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DISCUSIÓN GENERAL 

En la literatura se han reportado evidencias en relación a la influencia que las señales 

olfativas maternas ejercen sobre los ritmos circadianos en etapas tempranas del 

desarrollo (Chévez Martin del Campo, 2009; Montúfar-Chaveznava et al., 2013), sin 

embargo, este es el primer trabajo que detalla ampliamente la influencia de un compuesto 

volátil, como la feromona 2MB2 sobre la actividad de la maquinaria molecular del reloj 

circadiano, en la expresión de los ritmos de temperatura y actividad locomotora, así como 

también la respuesta del sistema circadiano de animales de 7 días de edad ante un 

cambio de fase en la presentación de la feromona. 

Similar a lo previamente descrito en esta especie (Jilge, 1995; Jilge et al., 2000; Caba 

et al., 2008; Trejo-Muñoz et al., 2012; Montúfar-Chaveznava et al., 2013), los conejos de 

7 días de edad, alimentados por una hembra lactante, en un horario fijo cada 24 horas, 

exhiben claros ritmos de temperatura caracterizados por un marcado incremento de la 

temperatura corporal horas previas al momento del amamantamiento, lo que se le conoce 

como componente anticipatorio. Posteriormente la temperatura alcanza el valor máximo 

del día durante el amamantamiento, esto es seguido de un marcado descenso de la 

misma durante el posprandio, finalmente durante las horas restantes del ciclo esta 

variable regresa a sus niveles basales cercanos a la media diaria. En el caso de los 

animales que fueron estimulados olfativamente, solamente aquellos estimulados con 

2MB2 presentan un patrón de temperatura corporal similar al del grupo Natural, en donde 

el incremento anticipatorio es evidente horas antes de que la estimulación olfativa ocurra, 

en contraste los grupos estimulados con agua destilada y etilisobutirato exhibieron un 

patrón atípico y con alta variación entre individuos, en el que la temperatura decae incluso 

horas antes de que estimulación olfativa y alimentación ocurra. Estudios anteriores 

encontraron respuestas similares (Chévez Martin del Campo, 2009; Montúfar-

Chaveznava et al., 2013) ya que tanto el estímulo olfativo diario de la leche materna del 

conejo, como el de la feromona fueron suficientes para replicar el patrón del grupo 
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amantado con una hembra lactante. Por lo que concierne al efecto del cambio de fase en 

los patrones temporales de temperatura, se observó que el grupo de crías que fue 

amamantado por una hembra ajustó paulatinamente su fase a la ocurrencia del nuevo 

horario de amamantamiento, estos resultados confirman las observaciones de estudios 

previos (Jilge et al., 2001; Caldelas et al., 2009) y corroboran que el amamantamiento 

actúa como una señal sincronizadora. Entre los grupos de crías donde se cambió la fase 

de la presentación del estímulo olfativo, en aquellos estimulados con 2MB2 el patrón de 

temperatura corporal se ajustó al nuevo horario de estimulación olfativa, en contraste las 

crías de los grupos controles H2O y ETIL nuevamente exhibieron un patrón atípico en el 

que la temperatura comenzó a disminuir horas antes del nuevo horario de estimulación 

olfativa. Esto nos indica que la presentación diaria del odorante etilisobutirato o la sola 

alimentación enteral no son suficientes para mantener la estabilidad y el control de fase 

en el patrón temporal de la temperatura corporal. 

En lo que se refiere al componente anticipatorio del patrón temporal de temperatura 

corporal, semejante a lo reportado en trabajos previos (Montúfar-Chaveznava et al., 

2013), se observó una influencia de la feromona 2MB2 tanto en la intensidad como en la 

duración de este, ya que en el día P7 fue similar entre los grupos Natural y 2MB2, 

mientras que, en los grupos control de la estimulación olfativa ambos parámetros fueron 

menores. Por otro lado, después del cambio de fase en la manipulación experimental, el 

incremento anticipatorio en los grupos H2O y ETIL nuevamente fue de menor intensidad, 

en comparación con las crías que recibieron señales olfativas maternas.  

En cuanto al patrón de actividad locomotora de los animales que fueron estimulados 

olfativamente, los tres grupos bajo estudio H2O, ETIL y 2MB2 mostraron similitud entre sí 

y con el grupo de crías que fue amamantado. Mientras que en respuesta al cambio de 

fase en la manipulación experimental encontramos que el patrón temporal de la actividad 

locomotora ajustó su fase al nuevo horario de manipulación en los cuatro grupos. Existe 

la posibilidad de que las diferencias entre la temperatura y la actividad se deban a que la 

actividad locomotora este siendo sincronizada por el patrón diario en el consumo de 

alimento, se ha reportado que cuando ratas adultas con una lesión completa del NSQ o 

mantenidas en condiciones de oscuridad constante, son sometidas a un régimen de 

restricción alimentaria al cabo de un par de semanas muestran actividad anticipatoria al 
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alimento en el ritmo de actividad locomotora (Stephan, 2011), adicionalmente se ha 

documentado que en los conejos neonatos la presencia de un NSQ funcional no es 

necesaria para que se presente la actividad anticipatoria (Hernández-Campos, 2013). Por 

otra parte, en conejos neonatos alimentados diariamente se observó que algunas 

variables metabólicas como los niveles de glucosa, ácidos grasos libres y 

colecistoquinna, se sincronizan al patrón de alimentación diario independientemente de 

la presencia de las señales olfativas (Montúfar-Chaveznava et al., 2013), por lo que es 

probable el patrón temporal de actividad locomotora este siendo generado por 

osciladores periféricos para los que el alimento actúa como una señal sincronizadora. 

Sin embargo, el presente estudio observamos un efecto del cambio de fase en la 

estimulación olfativa sobre las características del componente anticipatorio, dado que, 

tanto la duración como la intensidad de este es menor en aquellas crías que no recibieron 

estimulación olfativa. En un estudio previo donde se lesionó el NSQ de conejos neonatos 

se encontró que la ausencia del NSQ repercute sobre la intensidad y la duración del 

componente anticipatorio de la actividad locomotora (Hernández-Campos, 2013), 

adicionalmente otro estudio independiente realizado en ratas adultas se propone que el 

NSQ participa de forma activa en la sincronización por alimento, ya que se encontró que 

el NSQ modula la respuesta de estructuras cortico-límbicas e hipotalámicas, lo que 

resulta en un incremento en la actividad anticipatoria al alimento (Angeles-Castellanos 

et al., 2010). Por lo que, a pesar de no ser necesario para la presentación de la 

anticipación no podemos descartar el papel modulador que ejerce el NSQ sobre el 

componente anticipatorio en conejos neonatos. 

En condiciones de ayuno por hasta 72 horas y por tanto en ausencia de la señal 

sincronizadora, el componente anticipatorio es el único elemento del patrón temporal de 

la temperatura y la actividad locomotora de conejos neonatos que persiste, por lo que se 

considera que su origen es endógeno y está controlado por el sistema circadiano de las 

crías (Jilge & Hudson, 2001; Trejo-Muñoz et al., 2012), por lo que se puede inferir de las 

observaciones anteriores, que las señales maternas olfativas la feromona 2MB2 influyen 

en la expresión de los ritmos circadianos de los conejos neonatos a través de la 

modulación del componente anticipatorio de las crías. 



 

 111 

Reportes anteriores indican que la temperatura corporal de las crías de conejos tiende a 

aumentar conforme avanza la edad de los animales (Jilge et al., 2000; Trejo-Muñoz et al., 

2012), este fenómeno ha sido observado en otras especies de mamíferos altriciales como 

roedores y primates (Spiers & Adair, 1986; Mirmiran et al., 2001). De acuerdo con estos 

trabajos, la estabilidad e incremento de la temperatura corporal que ocurre con el tiempo 

en mamíferos altriciales, está relacionado con el desarrollo de mayor aislamiento térmico, 

la disminución de la superficie corporal en relación al volumen y con el mejoramiento de 

la capacidad metabólica del individuo (Hull, 1965; Bautista et al., 2003). En este sentido 

observamos que las señales olfativas provenientes de la madre también parecen influir 

en los cambios ligados al desarrollo que ocurren en la temperatura corporal, ya que 

mientras que las crías de los grupos Natural y 2MB2 mostraron un incremento en la 

temperatura corporal diaria, las crías de los grupos que no recibieron estimulación olfativa 

relacionada con señales maternas no presentaron esta tendencia, inclusive llegando a 

tener una temperatura promedio menor, estas observaciones guardan estrechas 

similitudes con estudios previos realizados en esta misma especie (Chévez Martin del 

Campo, 2009; Montúfar-Chaveznava et al., 2013; Navarrete et al., 2016; Ortega-Bernal, 

2016) en los que las crías que no recibieron estimulación olfativa de señales maternas, 

ya sea porque fueron estimulados con agua destilada o porque el BO fue eliminado por 

una lesión, presentaron temperatura corporal más baja en comparación con los que 

fueron estimulados con la feromona 2MB2 o leche materna. Por lo que es posible que las 

diferencias observadas en la temperatura corporal estén asociadas a la exposición de 

señales olfativas maternas. En la literatura existen evidencias que indican que la 

estimulación con odorantes como el aceite esencial de toronja (Citrus paradisii) puede 

llegar a influir en el funcionamiento del sistema nervioso autónomo, a través del 

incremento de la actividad de la rama simpática que inerva al tejido adiposo pardo, las 

glándulas adrenales, los riñones y a su vez disminuye la actividad del nervio vago, lo 

anterior deriva en un incremento temporal en la lipolisis, la termogénesis y elevación de 

la presión arterial. Mientras que la estimulación con aceite esencial de lavanda 

(Lavendula angustifolia) tiene el efecto contrario en las variables mencionadas (Tanida 

et al., 2006; Shen et al., 2007; Nagai et al., 2014).  
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Adicionalmente, estudios realizados por Gilbert y colaboradores (2007) demostraron que 

cuando una cría se aloja en solitario la estabilidad térmica dentro del nido se pierde. Es 

de notar que en estrecha similitud a lo observado en el presente trabajo en los grupos 

controles de la estimulación olfatoria, cuando se aloja a crías en solitario, estas no 

presentan el incremento anticipatorio previo al amamantamiento en la temperatura 

corporal e incluso muestran un ligero descenso de la temperatura, sin embargo, la 

actividad no muestra ningún cambio en comparación con grupos donde se alojaron 2, 4, 

6 u 8 crías de conejo. Los autores de este trabajo proponen que la presencia de los 

hermanos de camada es importante para la estabilidad térmica dentro del nido durante 

los primeros 5 días de vida, en los que las crías son consideradas térmicamente 

ineficientes, ya que el agrupamiento de los animales en el nido contribuiría a la 

generación del incremento anticipatorio en la temperatura corporal, a través de la 

reducción de los costos termo-regulatorios y gasto de energía, pues la energía que se 

conserva puede ser utilizada para crecimiento y generación de biomasa (Gilbert et al., 

2007).  

En el presente estudio se procuró que dentro de la caja donde se alojaban los conejos 

siempre hubiera al menos 4 individuos del mismo grupo, por lo que el efecto que 

observamos sobre los patrones temporales de temperatura corporal y sobre el 

componente anticipatorio de las crías estimuladas con agua destilada o etilisobutirato no 

se explica por la falta de individuos en el nido.  

En la literatura existen evidencias en roedores, que sugieren que las señales olfativas 

también pueden influir en la actividad del sistema circadiano, por ejemplo se ha 

observado que la que estimulación olfatoria aplicada a ciertas horas del día, incrementa 

la magnitud de los cambios de fase producidos por pulsos de luz, en la actividad 

locomotora y la expresión de la proteína c-Fos en el NSQ, y además alarga el periodo del 

ritmo de actividad locomotora de ratones (Amir et al., 1999). Por otra parte, en hembras 

del roedor Octon degus la exposición a señales olfativas de con-específicos acelera la 

tasa de re-sincronización ante un cambio de fase en el ciclo luz oscuridad y en 

condiciones de oscuridad constante es capaz de sincronizar el ritmo de actividad 

locomotora del 75% de los animales bajo estudio (Governale & Lee, 2001). En el caso 

las especies de roedores del genero Acomys, A. russatus y A. cahirinus que coexisten en 
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el mismo hábitat, se ha encontrado que la presencia de señales químicas proveniente de 

A. cahirinus es capaz de ocasionar un cambio en la fase en los patrones de actividad-

reposo de A. russatus, se cree que está es una estrategia es para evitar la competencia 

por recursos que representa la convivencia con la otra especie (Haim & Rozenfeld, 1993). 

Puesto que, como anteriormente se mencionó, las señales olfativas pueden influir en el 

sistema nervioso autónomo específicamente en la generación de la termogénesis, en el 

presente estudio, proponemos que la ausencia de señales olfativas relacionadas con la 

comunicación madre cría, estarían provocando la alteración de la capacidad termo-

regulatoria que se observó en los conejos de los grupos Etil y H2O. A la vez estas 

observaciones refuerzan la teoría que las señales olfativas maternas estarían actuando 

como señales relevantes para el sistema circadiano, como estímulos que promueven la 

estabilidad térmica dentro del nido, a través del control circadiano autonómico de la 

termogénesis, contribuyendo así a la expresión del componente anticipatorio tanto en la 

temperatura corporal como en la actividad locomotora.  

En cuanto a la expresión de los genes reloj en el hipotálamo de conejos neonatos de 7 

días de edad observamos que las neuronas del NSQ expresan ritmos con un periodo de 

24 horas en los genes Per1 y Bmal1 similar a lo observado en neonatos de otras especies 

altriciales (Ohta et al., 2002; Sumová et al., 2006) y en neonatos de la misma especie, 

tanto en la expresión de genes como de proteínas del reloj molecular (Caldelas et al., 

2007; Caba & González-Mariscal, 2009; Trejo-Muñoz et al., 2014). 

En los grupos de animales en los que la manipulación experimental se realizó en el mismo 

horario, el patrón de expresión de Per1 en el NSQ fue similar, en promedio la acrofase 

ocurrió 7.5 horas después del amamantamiento o estimulación olfativa. A su vez las fases 

de expresión de Per1 en el NSQ fueron comparables a las reportadas previamente para 

el conejo europeo (Caldelas et al., 2007, 2009). Como consecuencia del cambio de fase 

de la manipulación experimental observamos diferencias importantes entre grupos en la 

expresión de Per1, mientras que los grupos NAT y 2MB2 mantuvieron el componente 

rítmico de 24 horas, ambos grupos mostraron un retraso en la acrofase del ritmo de 

distintas magnitudes, siendo mayor en el grupo 2MB2. En contraste en aquellos animales 
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estimulados olfativamente con etilisobutirato o con agua destilada, observamos la perdida 

de la ritmicidad en el patrón de expresión de Per1.  

En cuanto al patrón expresión de Bmal1 en el NSQ, encontramos que cuando los grupos 

de animales fueron manipulados durante el mismo horario solo aquellos que recibieron 

estímulos olfativos presentaron un patrón rítmico de 24 horas, la acrofase de la expresión 

de Bmal1 ocurrió momentos cercanos al horario de la manipulación experimental, y se 

presenta en antifase a Per1 un patrón similar a lo previamente reportado (Caldelas et al., 

2007, 2009). En los grupos expuestos a un cambio de fase en la manipulación 

experimental observamos consistentemente que los grupos NAT y 2MB2 presentan un 

patrón rítmico de 24 horas aunado a un retraso en la acrofase del ritmo de mayor 

magnitud en el grupo 2MB2. De igual manera los grupos que no recibieron estimulación 

olfativa relacionada con la madre no mostraron ritmicidad en la expresión Bmal1 en el 

NSQ. 

Es de recalcar que de forma consistente observamos una disminución en la amplitud de 

la expresión de ambos genes reloj en el grupo estimulado con agua destilada con 

respecto de aquellos expuestos a señales olfativas. 

Las observaciones anteriores señalan claros efectos de la falta de estímulos olfativos 

sobre la expresión de los genes reloj en el NSQ de conejos neonatos, por lo tanto, 

podemos afirmar que en este modelo experimental la sola alimentación enteral diaria 

resulta insuficiente para ajustar la fase del ritmo de expresión de los genes reloj en el 

NSQ. 

Sin embargo, es evidente que el control de fase que ejerce la feromona 2MB2 en 

comparación con el amamantamiento difiere, pues consistentemente tanto la magnitud 

del cambio de fase en la expresión de los genes reloj es mayor mientras que la 

homogeneidad de la fase entre organismos es menor. Estas diferencias podrían indicar 

que el control de la fase del reloj molecular no depende únicamente de los estímulos 

olfativos, ya que como se mencionó anteriormente, durante el amamantamiento los 

neonatos se exponen simultáneamente a un cumulo de señales sensoriales que podrían 

enviar información rítmica a otros osciladores en el organismo y de esta manera acoplar 

adecuadamente las fases de los osciladores logrando la óptima sincronización del 
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organismo. En este sentido se ha demostrado que otras señales no-fóticas como la 

ingesta diaria de una dieta hipocalórica bajo oscuridad constante, el consumo de una 

dieta hipoproteíca. y la infusión diaria de melatonina son capaces de sincronizar los ritmos 

de expresión de diversos genes en el NSQ (Revisado en Challet et al., 2003; Revisado 

en Caldelas et al., 2005). 

Trabajos anteriores han señalado la existencia de una vía poli-sináptica a través de la 

cual información olfativa se trasmite hacia el hipotálamo, en ella destacan tres estructuras 

involucradas con el procesamiento olfativo: la tecnia tecta, el núcleo dorsal endopiriforme 

y el núcleo cortical anterior de la amígdala  (Krout et al., 2002), debido a que dichas 

estructuras poseen conexiones al NSQ en ratas adultas y primates, se ha sugerido que 

sería a través de esta vía como ocurriría la modulación del sistema circadiano por señales 

olfativas.  

Sobre la relación entre las señales olfativas y el sistema circadiano, evidencias 

adicionales indican que el NSQ y los genes reloj participan en la generación de los 

cambios de la neurotransmisión autonómica y los fenómenos fisiológicos producidos por 

la estimulación olfativa con esencias de toronja y lavanda, ya que los efectos de la 

estimulación olfativa con estas esencias son regulados de forma circadiana y en ausencia 

de un NSQ funcional o un reloj molecular deficiente como en organismos con una doble 

mutación en los genes Cry1 y Cry2, estos efectos se pierde (Tanida et al., 2008; Nagai 

et al., 2014).  

Semejante a lo observado en el NSQ, encontramos que los genes reloj Per1 y Bmal1 se 

expresan en las capas glomerular, mitral y granular del BO con un periodo de 24 horas, 

las expresiones de dichos genes en relación a la fase de la manipulación experimental 

diaria es similar a lo previamente reportado para esta especie (Montúfar-Chaveznava 

et al., 2012), el pico de expresión del gen Per1 en promedio ocurrió 8 horas después de 

la manipulación experimental en las capas glomerular y mitral del BO, mientras que en la 

capa granular la máxima expresión ocurrió más tarde, en promedio 14.5 horas después. 

Entre los grupos donde se mantuvo la misma fase de manipulación experimental las fases 

de expresión de Per1 se mantuvieron cercanas tanto en la capa glomerular como en la 

capa mitral. 
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El efecto del cambio de fase en la manipulación experimental fue similar a lo observado 

previamente en el NSQ, ya que en los animales que fueron amantados por una hembra 

lactante y aquellos estimulados con la feromona materna observamos un atraso en la 

fase de expresión de Per1 de en promedio 4.5 horas, mientras que en aquellos animales 

que no recibieron los estímulos olfativos relacionados con la madre fueron incapaces de 

ajustar la fase del ritmo de Per1 a la ocurrencia de la señal olfativa, este fenómeno se 

observó tanto en la capa glomerular como en la capa mitral. Sin embargo, en la capa 

granular del BO observamos un efecto particular, ya que tanto el grupo NAT como el 

grupo 2MB2 después del cambio de fase no presentan ritmicidad en la expresión de Per1, 

mientras que los grupos que no recibieron señales olfativas maternas presentaron un 

avance de fase en la expresión de Per1 de 7.6 horas.  

En este sentido a nivel de las proteínas del reloj en el protocolo anterior de este trabajo, 

encontramos que la feromona 2MB2 produce una respuesta diferencial en las capas del 

BO la cual está regulada temporalmente. Para la proteína PER1 únicamente 

encontramos cambios en la capa glomerular y la capa mitral cuando la feromona materna 

se presentó en ZT0 en contraste, la capa granular no presentó ningún cambio en 

respuesta a la estimulación con 2MB2, tomando en consideración estos resultados se 

podría inferir que no todas las capas del BO tienen la misma contribución en el control de 

la regulación temporal del BO (Trejo-Muñoz et al., 2014).  

Un fenómeno similar ocurre también en la respuesta del NSQ de ratas ante un pulso de 

luz, ya que el gen Per1 solo es inducido en la región marginal durante la noche subjetiva, 

mientras que en la región interna este gen se induce durante la noche subjetiva tardía, 

en contraste Per2 se induce en ambas zonas durante la noche subjetiva, por lo que en el 

marcapasos circadiano no todos los genes del reloj molecular tienen la misma 

susceptibilidad de ser alterados por señales sincronizadoras (Yan & Silver, 2002). 

En las tres capas del BO la expresión de Bmal1 se encuentra en anti fase en relación a 

Per1, la máxima abundancia del gen se detectó en promedio 17 horas después de la 

manipulación experimental. En cuanto al efecto del cambio de fase de la manipulación 

experimental sobre la expresión de Bmal1 en las tres capas se observó una respuesta 

muy similar las previamente descritas donde encontramos retrasos en la acrofase de 
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expresión de Bmal1 de los grupos NAT y 2MB2 mientras que el patrón de expresión de 

Bmal1 en los grupos H2O y ETIL fue incapaz de ajustar su fase a la presentación de la 

señal olfativa. Es de destacar que observamos de forma generalizada la pérdida del 

componente rítmico en la expresión de los genes reloj del BO en el grupo H2O después 

del cambio de fase en la estimulación olfativa. 

La pérdida de la ritmicidad en la expresión de los genes reloj después del cambio de fase 

podría indicar dada la falta de señales olfativas que la respuesta del sistema es mucho 

más lenta tardando más tiempo en reorganizarse, lo que provocaría una desincronización 

entre las diferentes fases de los individuos. Sería interesante en un futuro extender la 

duración del presente estudio un par del ciclo más para asegurarse que el sistema tuvo 

el tiempo necesario para responder y resincronizarse, así como en la medida de lo posible 

probar la respuesta del sistema en ausencia de la señal. 
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CONCLUSIONES 

 

Å La estimulación olfativa con feromona 2MB2 es capaz de modular temporalmente 

la expresión de las proteínas reloj PER1, CRY1 y BMAL1, así como a la proteína 

de expresión temprana C-FOS en el NSQ y BO de conejos neonatos. 
 

Å La exposición diaria a la feromona 2MB2 sincroniza los ritmos de temperatura y 

actividad locomotora de los conejos neonatos. 
 

Å La exposición diaria a la feromona 2MB2 modula los ritmos de expresión de los 

genes reloj Per1 y Bmal1 en el NSQ y BO de los conejos neonatos. 
 

Å Dadas las evidencias expuestas en este trabajo, concluimos que la feromona 

2MB2 actúa como una señal sincronizadora para el sistema circadiano de las crías 

de conejo durante la primera semana de vida. 
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