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1. Resumen  
 
 

La nicotina es un alcaloide psicoactivo cuya exposición prolongada se ha convertido en un problema de    

salud pública debido a su capacidad adictiva sobre el sistema nervioso central y sus efectos en la salud 

en general. Las mujeres gestantes y sus productos en desarrollo, son uno de los grupos más vulnerables, 

dado que esta sustancia tiene la capacidad de atravesar la barrera placentaria y repercutir en el 

desarrollo del embrión y el feto, alterando el curso de los periodos críticos del desarrollo del sistema 

colinérgico en particular pero del sistema nervioso central en general, lo que puede producir alteraciones 

en la integración de respuestas conductuales y fisiológicas en el mediano y largo plazo de la vida 

postnatal. El objetivo de este proyecto es evaluar el impacto de la exposición de nicotina durante el 

periodo perinatal sobre la respuesta conductual de la actividad locomotriz y su regulación molecular en 

el Núcleo Supraquiasmático en la etapa adulta. Los resultados demuestran que la exposición a la 

nicotina perinatal modifica la expresión circadiana de la actividad locomotriz, disminuyendo la capacidad 

de mantenimiento del ritmo endógeno (disminución o arritmicidad) y de sincronización a fotoperiodos 

luz-oscuridad (deficiencias en la resincronización). Por otro lado, al analizar las proteínas de genes reloj, 

BMAL (asa positiva) y PER1 (asa negativa) en el núcleo supraquiasmático, se observó que la oscilación 

circadiana en sujetos expuestos a nicotina durante la gestación, se observaron dos cambios importantes 

en las características del ritmo, BMAL presentó un adelanto de fase de 8 h, en tanto PER1 un atraso de 

4 h así como de ritmicidad, lo que podría significar que el gen per1 aumentó su expresión fuera de su 

temporalidad endógena circadiana. Estos resultados sugieren que la exposición a la nicotina durante el 

desarrollo perinatal, provoca una cascada de efectos sobre el sistema colinérgico, sus periodos críticos 

y su maduración promoviendo una sobreestimulación de los receptores nicotínicos y alterando 

permanentemente el control circadiano molecular en el núcleo supraquiasmático afectando de manera 

directa la ritmicidad de respuestas conductuales y fisiológicas.  

 

PALABRAS CLAVE: nicotina, periodos críticos, núcleo supraquiasmático, BMAL, PER, exposición 

perinatal   
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Abstract 

Exposure to alkaloid substances as nicotine has become a public health problem due to its addictive 

nature, the central nervous system, and general health. One of the most vulnerable groups are pregnant 

women and their developing children. Nicotine can cross the placental barrier and potentially disrupt 

embryonic and fetal development, particularly during critical periods of central cholinergic system 

development, which may result in disturbances in the integration of behavioral and physiological 

responses throughout life postnatal in the medium and long term. The objective of this project was to 

evaluate the impact of perinatal nicotine exposure on the behavioral response of locomotor activity 

rhythm and its molecular regulation in the suprachiasmatic nucleus during adulthood. The results show 

that exposure to perinatal nicotine modifies the circadian response in locomotor activity, reducing its 

ability to maintain the endogenous rhythm and synchronization to light-dark photoperiods, which 

manifests as arrhythmias and resynchronization failures. On the other hand, the behavioral results 

correlate with what was reported for clock proteins, where the circadian oscillatory expression of the 

suprachiasmatic nucleus proteins BMAL (positive loop) and PER1 (negative loop) was evaluated. The 

nicotine-exposed group exhibited two important changes in rhythm characteristics, an 8-hour advance in 

BMAL and a 4-hour delay in PER1 expression with arrhythmia. These results suggest an overstimulation 

in the expression of the clock genes that affects the control of endogenous temporality. Therefore, we 

conclude that exposure to nicotine during perinatal development produces cholinergic system 

overstimulation through nicotinic receptors, permanently affecting the molecular control of the 

suprachiasmatic nucleus circadian system, and directly affecting the rhythmicity of behavioral, and 

physiological responses. 

 

 

KEYWORDS nicotine, critical periods, suprachiasmatic nucleus, BMAL, PER1, perinatal exposure 
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2. Antecedentes  

 

Desarrollo del sistema nervioso central en mamíferos altriciales 

 

Los mamíferos altriciales son aquellos que nacen con el sistema nervioso aún en desarrollo y 

requieren de cuidados maternos durante el periodo postnatal temprano, ejemplos son, el humano y 

roedores como la rata y el ratón. En estos animales el desarrollo del sistema nervioso central (SNC) 

involucra una serie de procesos secuenciados y altamente regulados como la neurogénesis, la migración 

y diferenciación neuronal, la gliogénesis, la mielinización, la formación de redes sinápticas, la síntesis y 

la liberación coordinada de neurotransmisores, así como la apoptosis selectiva (Morgane et al., 1993; 

Rodier, 1994; Finlay y Darlington,1995). 

 

Durante el desarrollo temprano podemos ubicar tres eventos de histogénesis general del SNC de los 

mamíferos en tres estados: 

• Organogénesis.  

• Producción de neuronas y de glía.  

• Diferenciación de neuronas y glía inmadura.  

El desarrollo del cerebro está determinado por series de eventos sucesivos que se presentan en las 

etapas prenatal y postnatal temprana., Cada uno de los eventos permite, induce o precede el desarrollo 

del siguiente; por lo que, si alguno no se lleva a cabo o es alterado provoca una cascada de efectos o 

cadena de reacciones que pueden  amplificar errores funcionales, que dan como resultado afectando el 

desarrollo y maduración del cerebro, así como la expresión de funciones cognitivas complejas 

(inteligencia, atención, aprendizaje) y el desempeño correcto del organismo en general. 

Existe una gran cantidad de factores, tanto endógenos como exógenos que pueden influir en el correcto 

desarrollo del SNC y sus periodos críticos; de manera que la naturaleza y severidad de la perturbación 

depende de la sincronización del factor con el estado de desarrollo (Dobbing, 1990; Rodier, 1994). 
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El desarrollo del SNC se puede clasificar en tres fases de solapamiento (Morgane et al., 1993): 

 
1) Desarrollo genético del sistema nervioso, en donde se presenta el desarrollo de los tejidos y 

número de neuronas destinadas a producirse, así como los factores de sobrevivencia y muerte 

celular.  

2) Interacción de la instrucción genética embrionaria con el medio celular, definiendo tamaño y talla 

del sistema nervioso, ya que en esta etapa se ajusta la interacción en el potencial y grado de 

proliferación de la muerte celular programada.  

3) Transformación en el cerebro del arreglo funcional en relación con el ambiente que lo rodea, 

mejorando la organización neuronal en forma, número y distribución, crecimiento de dendritas, 

conexiones sinápticas y sistema de neurotransmisión.  

 

Periodos críticos en el desarrollo del cerebro en mamíferos 

En el desarrollo se presentan una serie de etapas en donde los eventos previos afectan a los procesos 

presentes y a los subsecuentes. En las etapas de desarrollo temprano se encuentran periodos donde 

hay mayor susceptibilidad a daños irreversibles llamados periodos críticos, mientras que en las etapas 

finales y en la madurez hay menor susceptibilidad. Un ejemplo claro de estos procesos de desarrollo lo 

demostró Morgane y colaboradores (2002) al describir los momentos de desarrollo en la rata (Fig 1.)  

En los mamíferos, en el cerebro se presenta la construcción de redes neuronales antes y después del 

nacimiento. Esto se debe a que un organismo que está interactuando con su ambiente presenta una 

afinación y un ajuste dichas redes neuronales antes y después del nacimiento. Los momentos en donde 

se presentan estos períodos críticos, es decir, un momento donde los procesos de desarrollo del SNC 

son vulnerables a ser modificados con gran facilidad por factores exógenos (malnutrición y consumo de 

sustancias ajenas al organismo entre otros) o endógenos (hormonas) (Dobbing, 1968), después de cada 

periodo crítico la actividad de conexiones disminuye en número y son menos susceptibles a cambios. 
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Los periodos críticos son fundamentales para la maduración del sistema nervioso, ya que representan 

una ventana de desarrollo único, y no se presentan en otro momento. Estos periodos pueden ser 

fácilmente susceptibles o interrumpidos, y ocurren en periodos de tiempo cortos (Morgane et al., 2002). 

El crecimiento normal del feto, incluyendo el SNC, depende en gran parte del ambiente nutricional; sin 

embargo, existen ambientes no nutricionales pertenecientes a un tipo de malnutrición social, que ocurre 

por las sustancias que un individuo puede consumir que no son indispensables para el desarrollo del 

feto, por ejemplo, el etanol interfiere en tres fases de la nutrición fetal, el soporte maternal, la 

transferencia placentaria y la utilización fetal. El ejemplo de malnutrición social más claro y de mayores 

consecuencias en la actualidad por todo el contexto social que lo mantiene e impulsa, es el del tabaco.  

Se ha demostrado específicamente, que la nicotina es el factor de mayor efecto, ya que es uno de los 

más poderosos determinantes en el retraso del crecimiento intrauterino, con resultados en deficiencia 

en el peso cerebral (Morgane et al., 1993). 

 
Figura 1. Principales eventos del desarrollo temprano del SNC y su ubicación temporal en la ontogenia de 
roedores altricios. (modificado de Morgane et al. 1993). 
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Alteraciones durante el desarrollo  

En los estudios que se involucran  una línea de tiempo del desarrollo del SNC de los mamíferos 

altriciales, se ha demostrado que cuando un insulto o daño se presenta en las etapas críticas puede 

provocar secuelas permanentes o producir una cascada de efectos en la estructura y función del SNC, 

un ejemplo claro de estos efectos ha sido documentado por Morgane y colaboradores, quienes, a partir 

de un modelo de malnutrición, determinaron los posibles efectos en estos periodos críticos del desarrollo 

(Morgane et al., 1993; Fig 1). Estos autores, además, correlacionan los eventos principales del desarrollo 

cerebral entre dos especies altriciales, la rata y el humano, evidenciando que una maduración y 

formación de estructuras temporalmente equivalentes, lo que permite usar estos roedores como sujetos 

en estudio de estos periodos de desarrollo. El ratón tiene un desarrollo del SNC similar al de la rata y al 

del humano (Rodier 1980, Morgane et al., 2002). En las últimas décadas, Darlington y colaboradores se 

han dado a la tarea de modelar y correlacionar eventos en diferentes especies de mamíferos para el 

estudio del desarrollo neuronal más similar al del humano. Dentro de los diferentes modelos que se han 

propuesto, el ratón se encuentra como uno de los más completos empíricamente y por lo tanto uno de 

los mejor simulados y correlacionado con el desarrollo humano (Clancy et al.., 2007; Darlington et al., 

2007: Finley, 1995). 

 

Sistema Colinérgico  

El sistema colinérgico está integrado por un conjunto de elementos y procesos en los cuales está 

involucrada la acetilcolina (ACh), este neurotransmisor está ampliamente distribuido en el SNC, así como 

en el sistema nervioso periférico autónomo y el somático. La ACh se sintetiza a partir de la colina y la 

acetil-CoA por medio de la enzima acetiltransferasa (ChAT) en el citoplasma, es almacenada en 

vesículas; que son mediadas por el transportador vesicular de acetilcolina (TVACh) dentro de las células 

para su posterior liberación al medio extracelular. La ACh es capaz de interactuar con dos tipos de 

receptores, los nicotínicos (rAChn), los cuales son ionotrópicos que permiten la entrada de cationes 
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sodio (Na+), potasio (K+) y calcio (Ca2+) a la célula de forma directa, y los muscarínicos (mAChR) que 

son metabotrópicos y están ligados a proteínas G, las cuales le confieren la capacidad de activar 

cascadas de señalización dentro de la célula, así como de la regulación (activación – inhibición) de 

canales catiónicos y aniónicos. La interacción de la ACh con los receptores de membrana celular está 

limitada por la acetilcolinesterasa (AChE), la cual hidroliza a la ACh en colina y acetato, desactivando 

los diversos receptores colinérgicos. La colina que queda como residuo después de la hidrólisis es 

recuperada por un transportador con alta afinidad a la colina (TCh) y transportada dentro de la célula, 

donde empieza otro ciclo de síntesis y degradación del neurotransmisor. Los elementos mencionados 

antes son componentes del sistema colinérgico, y se ha demostrado que cada uno de estos tiene un 

papel importante en el desarrollo del SNC, siendo crítico en la mayor parte de los procesos de 

señalización y maduración de los sistemas. Algunos ejemplos son: proliferación y diferenciación, 

neurogénesis, gliogénesis, maduración neuronal y plasticidad, señalización axonal, regulación de la 

expresión de genes y supervivencia celular, modulación y arborización dendrítica, establecimiento de 

conexiones y desarrollo de la sinaptogénesis (Abreu-Villaςa, Y. 2011; Wickstrom, 2007) (Fig 2). 

 

Figura 2. Procesos del desarrollo del SNC donde se ha determinado la participación cronotrófica de los elementos del 

sistema colinérgico (modificado de Abreu-Villaça et al, 2011) 
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Los receptores nicotínicos neuronales son de las primeras proteínas de membrana que aparecen 

durante el desarrollo del SNC, en ratones aparecen desde el día embrionario 10 (E10) y se presentan 

durante prácticamente todo el desarrollo. Esta familia de receptores presenta dos tipos de subunidades, 

las α (α2-10) y las β (β2-4), que constituyen los canales ionotrópicos, los cuales pueden estar 

conformados por combinaciones de cinco subunidades diferentes o por solo un tipo de subunidad, 

clasificándolos respectivamente como heteropentaméricos (α4β2 es el más abundante en el cerebro 

adulto) o por homopentaméricos (α7 el más abundante en el cerebro adulto). Estás subunidades tienen 

una expresión diferencial a lo largo del desarrollo, por ejemplo, los α4 homopentamericos son más 

comunes en etapas tempranas, mientras que los α7 homopentamericos lo son en etapas maduras, 

regulando la señalización crítica en diferentes momentos del desarrollo (Taly et al, 2009; O´Hara et al, 

1998; Abreu-Villaςa, Y. 2011) (Fig 3). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Distribución de los receptores nicotínicos en el cerebro de ratón adulto. Izquierda, los receptores más 
abundantes por estructura del sistema nervioso central. Derecha, la estructura de los receptores a partir de las 
subunidades que los conforman (Tomado de Taly, A. et al 2009)    

 

Los rAChn permiten la entrada de iones como Ca2+ a las neuronas permitiendo una señalización entre 

ellas; sin embargo la sensibilidad de entrada de Ca2+ no es igual en todos los receptores, esto permite 

una modulación en los eventos sensibles que requieren el Ca2+, por ejemplo los homopentamericos α7 
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permiten una mayor entrada de Ca2+ que todos los demás tipos de receptores nicotínicos, haciéndolo 

uno de los más importantes en la maduración, ya que permite la activación metabólica a través de la 

entrada de Ca2+ (Wickstrom, 2007; Abreu-Villaςa et al., 2011). 

La acetilcolina mediante los rAChn, posee funciones vitales virtualmente en todas las fases de 

maduración del cerebro, modulando desde etapas tan tempranas como la gastrulación y las formaciones 

tempranas del tubo neural. Los rAChn participan regulando en los periodos críticos de la maduración del 

cerebro durante los periodos prenatales, postnatales tempranos y juveniles. Durante estas ventanas de 

desarrollo regulan o permiten el cambio de subunidades en las estructuras neuronales, especialmente 

en la diferenciación y sinaptogénesis, que son las sensibles a estímulos ambientales (Dwyer et al., 2009).  

Todos los eventos antes mencionados de la respuesta a través de los rAChn están inmersos en el 

concepto de “programación del desarrollo” o “programación perinatal”, en donde los efectos a largo plazo 

en la vida de los individuos están determinados por la expresión génica y funciones celulares en 

respuesta a los eventos durante los periodos en la vida perinatal y la respuesta de los rAChn (Wickstrom, 

2007). 

  

Ontogenia de los elementos y las subunidades como respuestas cronotróficas. 

La concentración de la mayoría de los neurotransmisores se va incrementando en el desarrollo 

temprano conforme se van estableciendo las sinapsis, induciendo una regulación de los diferentes 

procesos críticos de la maduración de los organismos, incluso los diferentes sistemas de 

neurotransmisores están involucrados en la maduración de sí mismos y de los demás sistemas 

(Herlenius & Lagercrantz, 2004), un ejemplo de esto es la alta tasa de actividad que tienen los elementos 

del sistema colinérgico en la maduración de los demás sistemas de neurotransmisores mientras regulan 

su misma maduración, además este sistema es de los primeros en establecerse en el desarrollo, la 

expresión de algunos de sus elementos se presentan desde el día E2, participando en el establecimiento 
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del polo animal, y es de los últimos en terminar de madurar (8 semanas postnatal en roedores) (Abreu-

Villaça et al, 2011). 

Los componentes del sistema colinérgico se han estudiado en las diferentes etapas del desarrollo, 

utilizando marcadores, agonistas y antagonistas farmacológicos para observar los cambios en cada 

proceso involucrado. A continuación, se explica el papel de cada componente en la etapa perinatal del 

desarrollo.  

La ChAT es el marcador de las células colinérgicas por excelencia y se ha observado que juega un papel 

importante en la síntesis y regulación de la ACh en las diferentes etapas del desarrollo. Durante la etapa 

prenatal la expresión de la proteína ChAT es relativamente baja y se ha observado que cambios en su 

actividad desencadenan efectos negativos en el desarrollo de patrones locomotores y movimientos 

musculares después del nacimiento, así como del mantenimiento del estado de sueño (Ninomiya et al, 

2001; Ninomiya et al, 2005). Los estudios utilizando a ChAT como marcador han permitido seguir la ruta 

dentro del prosencéfalo de las neuronas colinérgicas, desde el origen, las rutas de migración y los 

destinos finales, presentándose las primeras neuronas colinérgicas en la eminencia gangliónicas medial 

con un gradiente caudal- rostral entre los días E12 y E18 en ratas y entre los días E14 y E17 en ratones 

(Semba & Fibiger, 1988; Schambra et al, 1989). En la etapa prenatal se han reportado efectos negativos 

en la actividad de ChAT producidas por estimuladores del sistema colinérgico como la nicotina. En 

particular en el tronco encefálico y en la corteza cerebral se observa una reducción de su actividad; sin 

embargo, no manifestaron alteraciones en el desarrollo de las proyecciones periféricas, en particular a 

la glándula adrenal (Navarro et al, 1989). Se ha determinado la expresión de genes que son morfógenos 

para la diferenciación y establecimiento del sistema colinérgico, algunos de los más relevantes son de 

Lhx7, Lhx8, Gbx1 y Olig2, los cuales están ligados con la expresión de ChAT y AChE en las etapas 

tempranas del desarrollo (Zhao et al, 2003; Mori et al, 2004; Fragkouli et al, 2006; Furusho et al; 2006). 

Otro gen estrechamente ligado con la actividad de ChAT es el factor del crecimiento nervioso (NFG por 

sus siglas en inglés). La relación de la actividad del sistema colinérgico con el NFG es fundamental para 
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el desarrollo de las neuronas colinérgicas y el establecimiento del sistema colinérgico (Cuello et al, 1993; 

Madziar et al, 2008). 

Se ha reportado la coexpresión de varios elementos del sistema colinérgico en las primeras etapas del 

desarrollo, dos de los elementos fuertemente ligados son la ChAT y TVACh. Estos elementos están 

ligados al mismo locus de expresión, por lo que los dos se transcriben consecutivamente, dichos 

elementos son fundamentales para la síntesis de ACh y la recuperación de la colina en todas las etapas 

de desarrollo (Eiden 1998; Weihe et al 1998). Varios estudios han demostrado que las neuronas 

colinérgicas mientras migran sintetizan y secretan ACh promoviendo el establecimiento de las sinapsis 

colinérgicas y el crecimiento de los conos (Allen & Brown, 1996; Antonov et al, 1999; Hume et al, 1983; 

Tatsumi et al, 1995; Young, 1983; Zakharenko et al, 1999).  

Para el estudio de los procesos en los cuales los receptores colinérgicos están involucrados se han 

empleado una gran variedad de agonistas y antagonistas. Durante el desarrollo perinatal, ambas familias 

de receptores, nicotínicos y muscarínicos, presentan una expresión diferenciada en la conformación de 

sus subunidades, confiriendo cualidades particulares en momentos específicos sobre la fisiología y 

respuesta metabólica de las neuronas en proceso de maduración y consolidación (O´hara et al, 1999). 

Estos estudios se han realizado en diferentes momentos del desarrollo, evaluando efectos a corto, 

mediano y largo plazo. Una de las sustancias que más se ha utilizado es la nicotina, un agonista de la 

ACh que interactúa con los rAChn; esta molécula es capaz de pasar la barrera placentaria y además 

puede estar presente en la leche materna (Ajarem & Ahmad, 1998; Slotkin et al 1995; Slotkin 2004), 

para los rAChm se utiliza la muscarina, que es capaz de activarlos de forma similar a la ACh (Mao et al, 

2007). 

En el desarrollo del SNC los rAChn son la primera proteína de membrana en aparecer; esto en el día 

E10 y conforme madura el SNC se va modificando teniendo una expresión regional y temporal 

determinada. Ejemplos de esto se pueden observar en la corteza cerebral de la rata, en la cual entre los 

días E12-E13 se observa una mayor expresión de receptores con subunidades β2 mientras que en E17-
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19 se expresan subunidades α4, simultáneamente en el hipocampo, durante el E12 el receptor contiene 

subunidades α7 (Atluri et al, 2001; Tribollet et al, 2004; Zoli et al, 1995). Una característica importante 

de los diferentes rAChn es su permeabilidad selectiva a los iones, los receptores homopentaméricos 

presentan mayor permeabilidad al Ca2+ mientras que los heteropentaméricos permiten el paso de Na+ y 

K+. Esta entrada de Ca2+ está asociada con varios procesos de señalización y eventos sensibles a este 

ion. El Ca2+ intracelular se ha vinculado a varios procesos en las células como es: la proliferación, la 

supervivencia celular y el crecimiento neurítico (Resender et al, 2008; Dajas-Bailador & Wonnacott, 

2004; Abreu-Villaça et al, 2011; Kater & Mills, 1991). Otro proceso en el que se han involucrado los 

rAChn es la regulación conformacional de las diferentes estructuras del cerebro, afectando la morfología, 

la ruta de migración y el comportamiento de los conos de crecimiento de las neuronas (Rüdiger & Bolz, 

2008; Slotkin, 2004). Los rAChn funcionales en la membrana durante el desarrollo postnatal presentan, 

al igual que en la etapa prenatal, diferenciación de expresión de las subunidades, ejemplo de esto es la 

baja expresión de subunidades β2 en el día posnatal (P) 7 y su pico de expresión en el P14, mientras 

que las subunidades α7 presentan su pico en el P7 en la corteza y el hipocampo, de la misma forma la 

expresión cortical de la subunidad α4 se mantiene alta del día P14 al P28 mientras que en el hipocampo 

su mayor expresión es del día P7 al P14 (Shacka & Robison, 1998).  

Dentro de los mecanismos involucrados en la regulación de los distintos procesos del desarrollo del SNC 

está la regulación génica, la cual a su vez está mediada por un control fisiológico intracelular. Varios 

genes involucrados en los procesos críticos de maduración en el desarrollo están vinculados a las 

proteínas de unión a elementos de respuesta a cAMP (CREB por sus siglas en inglés). CREB tiene la 

función de la regulación de la transcripción de varios genes al acoplarse con CREs (en inglés 

calcium/cAMP regulatory elements) en el DNA y así promover la transcripción de los genes, este factor 

de transcripción está ligado a la fosforilación promovida por el cAMP y la presencia de Ca2+ intracelular. 

Como ya se mencionó los rAChn juegan un papel primordial en el flujo de Ca2+ intracelular de forma 

directa o indirecta (Huang et al, 2000). 



17 
 

Por otro lado, existen 5 subtipos de rAChm, los M1, M3 y M5 son activadores de la fosfolipasa C, el 

inositol trifosfato y el diacilglicerol que activan el metabolismo de la célula y la liberación de Ca2+ 

intracelular, lo que favorece la transcripción y regulación génica con los mecanismos CREB-CREs, 

mientras que los M2 y M4 son inhibidores de la actividad de la adenil ciclasa y la reducen la concentración 

del cAMP. Los rAChm se presentan desde el E13 en la espina dorsal de la rata, en E15 en el 

mesencéfalo y el romboencéfalo, así como en el E16 en el prosencéfalo. Estos receptores se han 

vinculado a procesos de desarrollo como proliferación, diferenciación, supervivencia celular y 

crecimiento de neuritas (Resende et al, 2008). También se ha determinado que estos receptores son 

fundamentales para procesos como el aprendizaje y la memoria, así como la plasticidad neuronal. En 

las estructuras involucradas en estos procesos se presenta una alta expresión de receptores M1 y M4, 

en particular en el hipocampo, sugiriendo que su expresión es crucial para un correcto desarrollo en las 

etapas tempranas (Berkeley et al, 2001). En el desarrollo posnatal se ha observado que el papel de los 

rAChm en la maduración de la corteza visual en ratas es fundamental para la regulación y consolidación 

de este circuito, los subtipos M1, M3 y M4 aumentan su expresión en está corteza ante la oclusión de 

los ojos en ratas, lo cual demuestra su papel fundamental en la maduración de la vía visual (Rossner et 

al 1993).  

Estos cambios de expresión de los diferentes componentes del sistema colinérgico están estrechamente 

ligados con períodos críticos del desarrollo perinatal, involucrándose en los procesos de desarrollo 

neuronal como son la neurogénesis, la migración celular, la diferenciación, la sinaptogénesis, la 

proliferación, la supervivencia celular, etc. Este cambio de expresión resulta fundamental para una alta 

regulación y señalización de cada proceso antes mencionado (Bruel-Jungerman et al, 2011 Ajarem & 

Ahmad, 1998), ya que alteraciones en estos mecanismos de regulación se han asociado con severos 

daños en el desarrollo de los fetos a corto, a mediano y a largo plazo, desde retraso en el desarrollo 

posnatal hasta modificaciones neuronales y conductuales en etapas maduras, ocasionado por a 

alteraciones en la intensidad de la señalización y en el tiempo que se da la programación del 

neurodesarrollo (Blood-Siegfried & Rende, 2010; Dwyer et al¸ 2009; Huang et al, 2007),  
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Durante el desarrollo tardío, la acetilcolina promueve el cambio de la replicación a la diferenciación y 

modula la sinaptogénesis, esto se ha observado que con agonistas de ACh como la nicotina, que inducen 

en el cerebro fetal anormalidades de la proliferación celular y diferenciación (Wickstrom, 2007).  

 

Sistema Circadiano y ritmos circadianos 

Los organismos vivos presentan oscilaciones diarias que permiten una respuesta temporal 

adecuada a su entorno y a los estímulos generados por los eventos geofísicos de rotación de la Tierra, 

estas se denominan ritmos circadianos y son sincronizados por señales ambientales diarias, siendo la 

luz la señal predominante de sincronización en los ciclos de Luz/Oscuridad (L:O) (Morin L, 1994). En el 

sistema circadiano (SC) de los mamíferos, el núcleo supraquiasmático (NSQ) del hipotálamo (Fig. 4) es 

considerado el marcapasos circadiano maestro, controlando ritmos fisiológicos y conductuales por medio 

de vías de señalización de neurotransmisores y difusión de moléculas (ejem. PK2, JL) de forma directa 

e indirecta hacia otros núcleos hipotalámicos, regulando además los procesos de atención y de memoria 

(Morin L, 1994; Morin L, y Allen C, 2006; Welsh DK, et al 2010). El NSQ recibe los cambios ambientales 

de la luz por medio de la retina y el tracto retinohipotalámico sincronizando los osciladores periféricos 

circadianos que se encuentran en los órganos y células del cuerpo, por medio de señales neurales y 

humorales. El NSQ está formado por un sistema de neuronas empaquetadas con comunicaciones 

intrínsecas de sinapsis químicas y eléctricas, así como paracrinas que permiten una sincronización 

predictiva para diversas funciones biológicas a lo largo del ciclo natural de día/noche. Las complejas 

interacciones neurales y humorales del NSQ con otros núcleos del cerebro, del sistema nervioso 

autónomo y de efectores periféricos, forman un ritmo temporal interno de funciones en segmentos de 

aproximadamente 24 horas.  
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Figura 4. Esquema de la localización y caracterización del NSQ. Derecha: corte coronal del Hipotálamo donde se 
observa la relación anatómica de las estructuras en roedores. Izquierda: indicación corte en vista lateral del cerebro 
(Modificado de Aguilar-Roblero R. et al. 2004). 

 

Durante el desarrollo prenatal del sistema circadiano no se presentan oscilaciones autosostenidas de 

expresión como en la vida adulta o postnatales, sin embargo, es capaz de responder a las señales del 

ambiente donde se desarrolla, siendo las señales maternas las principales, por ejemplo, durante su 

desarrollo el feto es responsivo a las señales externas que provienen de la madre siendo principalmente 

ritmos de actividad sueño-vigilia, temperatura, frecuencia cardiaca, ciclos de melatonina, dopamina, 

cortisol, estradiol y progesterona, que después tienen efecto directo sobre su fisiología y en etapas 

posteriores de su desarrollo (Serón-Ferré et al., 2001). 

La exposición a un insulto en el desarrollo temprano del NSQ resulta en alteraciones circadianas que 

pueden ser cognitivas y de comportamiento en la descendencia, modificando su desempeño circadiano 

en la etapa adulta (Herzog, 2007; Mendoza, 2009; Klein y cols, 1991; Moore, 1983; Waterhouse y cols, 

2000; Durán y cols, 2011; Hut, 2011). 

 

Reloj molecular circadiano 

En mamíferos adultos se ha descrito la presencia de un reloj molecular circadiano en prácticamente 

todos los tejidos, sin embargo, la mayoría de los tejido pierden las oscilaciones del reloj molecular 

circadiano conforme pasan los ciclos se atenúan y desaparecen eventualmente, solo en el NSQ se ha 
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observado que las oscilaciones son autosostenidas y pueden mantenerse por un numero indefinido de 

ciclos, como habíamos dicho, algo que no pasa en otros tejidos, es así que, en el NSQ en adultos, este 

reloj es regulado molecularmente mediante una doble asa de retroalimentación de expresión de genes 

reloj, siendo los principales en las asas de retroalimentación Clock, Per, Bmal1 y Cry, las proteínas 

CLOCK-BMAL son elementos activadores de Per y Cry y las proteínas PER-CRY son elementos 

represores de su propia transcripción (Fig 5), sumado a esto tenemos elementos que interactúan con el 

gen Bmal1 en el asa positiva, los cuales son de forma activadora de transcripción ROR y de forma 

inhibitoria REV-ERB. La expresión de Bmal1 y Per están en antifase a lo largo del día, de tal forma que 

Per presenta su máxima expresión al final de la fase oscura y Bmal1 al principio de la fase oscura, esta 

relación tiene una duración aproximada de 24 hrs lo que confiere un ritmo endógeno circadiano. El 

dímero CLOCK-BMAL es un factor activador de otros genes denom inados “genes controlados por reloj” 

(CCGs en inglés), esta relación en antifase permite una expresión autosostenida en el reloj molecular 

circadiano y al mismo tiempo proporciona una propagación temporal para la funciones fisiológicas y 

conductuales a través de la señalización (Ohdo S., 2010; Lefta M., 2011).  

 

Figura 5. modelo de retroalimentación negativa del reloj molecular circadiano. Donde se muestra la arquitectura 
molecular del reloj circadiano molecular de mamíferos, donde el asa positiva está dada por CLOCK y BMAL, mientras 
que la negativa por CRY y PER. CLOCK-BMAL son factores de transcripción que regulan la expresión de genes 
regulados por reloj (CCGs) incluyendo PER, CRY, ROR y REV-Erb. PER y CRY se dimerizan y reprimen su propia 
expresión al traslocarse con el dímero BMAL1-CLOCK. Así mismo la expresión de BMAL1 está regulada de forma 
positiva por ROR e inhibitoria por REV-ERB   Tomado de Yi-Ying Chiou 2016. 
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Reloj Circadiano en Mamíferos 

El reloj circadiano genera una oscilación cercana a 24 horas en un sistema biológico y es capaz de 

presentarla en ausencia de entradas cíclicas ambientales, esto es importante para la medición del 

tiempo, ya que el organismo puede llevar a cabo funciones cíclicas en ausencia del estímulo externo. 

Se ha visto que la presencia de oscilaciones es inherente a la función celular individual, y que en 

organismos complejos existe un sistema cronométrico especializado en generar y regular las funciones 

implícitas en el concepto de reloj biológico. 

El sistema circadiano en mamíferos está constituido por una vía de entrada visual (fotorreceptores que 

median la sincronización); una estructura de marcapasos (generadora de la señal circadiana); vías de 

salida que comuniquen al marcapasos con los sistemas efectores. En mamíferos esto está formado por 

células de la retina (entrada fótica), células ganglionares tipo W, que están conectadas por el tracto 

retino-hipotalámico al NSQ (oscilador maestro o marcapasos); el cual modula la respuesta de múltiples 

vías de salida constituidas por nervios eferentes y por señales humorales y hormonales de glándulas 

anexas (ej. Pineal e hipófisis) (Yamazaki y Straume. 2002). El NSQ secreta varios neurotransmisores 

para comunicación celular endógena y exógena, como arginina vasopresina, el neuropéptido Y, el 

péptido vasoactivo intestinal (VIP) y el ácido γ-amino butírico (GABA) (Biello et al, 1997). 

El NSQ está compuesto por una corteza y un núcleo diferenciadas por su composición citoquímica y 

quimioarquitectura, dando una mejor respuesta cuando estas dos partes se asocian y trabajan en 

conjunto (Dunlap, Loros y DeCoursey, 2004). Existen ritmos secretores, como son, el de melatonina, del 

neuropéptido-Y y de serotonina, los cuales tienen la función modular las funciones del reloj maestro, 

manteniéndolo ajustado a un ritmo constante. El NSQ está conectado a diversos núcleos del hipotálamo, 

del tálamo y de la región preóptica por axones, estas salidas llevan las señales de control de los ritmos 

circadianos endocrinos, neuroendocrinos y autonómicos.  Otros ritmos que puede controlar son los de 

vigilia y de integración sensoriomotora, ya que tiene conexiones en el área retroquiasmática hacia el 
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tallo cerebral y la médula espinal.  La mayoría de las estructuras a las que el NSQ está conectado tienen 

vías de regreso formando asas de retroalimentación (Dunlap, Loros y DeCoursey, 2004). 

Estas señales presentan comunicación con osciladores periféricos, que son células, tejidos u órganos 

que presentan oscilaciones del reloj molecular circadianos, como son el hígado, riñones, corazón, etc., 

y aunque pueden ser autónomos y autosostenidos, pueden no presentar de manera sincrónica dentro 

de la estructura las oscilaciones como ocurre en el NSQ, además en cultivo ex vivo pierden la 

sincronización entre las células después de pocos ciclos, a comparación del NSQ que los puede 

mantener indefinidamente (Kramer,  2009). 

 

Nicotina y su interacción en el desarrollo del SNC 

Como ya fue mencionado, durante el desarrollo del SNC, se lleva a cabo una cascada de 

señalizaciones a partir de neurotransmisores, que actúan a nivel celular y sobre su propia arquitectura. 

Es por esto que el consumo de sustancias que tienen efecto en estos eventos críticos, puede tener 

repercusiones a largo plazo. La nicotina es un compuesto alcaloide que se encuentra en el tabaco y es 

el responsable de generar adicción en los consumidores; ésta es la razón por la que a nivel mundial los 

niveles de consumo de tabaco y nicotina se han incrementado en las últimas décadas, permeando en 

todos los niveles de la sociedad. Esto representa un problema de salud pública ya que el consumo de 

tabaco y derivados no sólo afecta al que lo consume directamente (activo), sino que también a los que 

están cerca (pasivo); esta característica representa un gran daño para los productos de las mujeres que 

se encuentran en gestación, debido a que la nicotina es capaz de atravesar la barrera placentaria y tener 

efectos directos sobre el desarrollo del feto. La nicotina es un agonista de la acetilcolina y es capaz de 

interactuar sobre rAChn, los cuales como ya fue mencionado, son fundamentales en los procesos de 

señalización y maduración del SNC, teniendo mayor repercusión en los periodos prenatal, postnatal y 

en la pubertad (Dwyer et al., 2009; Slotkin, 2004).  

La administración de nicotina en adultos ha demostrado tener efecto directo sobre parámetros 
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fisiológicos como la frecuencia cardiaca, la temperatura corporal, la actividad locomotriz, y más aún, se 

ha observado que, en dosis repetidas diarias, los parámetros mencionados se ven alterados de diferente 

manera dependiendo del tiempo de administración (Pelissier et al., 1998). En roedores también existe 

evidencia de que la administración de estimulantes colinérgicos en el NSQ, como la nicotina, inducen 

grandes cambios de fase en actividades rítmicas conductuales, como el ritmo circadiano sueño-vigilia, y 

también afecta la comunicación en conexiones sinápticas de cuerpos de células colinérgicas, 

presentando en quienes la consumen problemas en el estado de alerta, disminución  del sueño y su 

eficiencia, somnolencia diurna y nocturna, sugiriendo una importante influencia en el sistema circadiano 

y otros sistemas como el endócrino y el inmune (O’Hara et al., 1998). 

 

Nicotina y el desarrollo del sistema nervioso central  

El desarrollo del sistema nervioso central, como ya había sido mencionado, en los mamíferos involucra 

una serie de cambios secuenciales y altamente regulados, integrando división celular, migración celular, 

diferenciación celular, mielinización, formación de redes sinápticas, síntesis y liberación de 

neurotransmisores y muerte celular.  

La exposición prenatal de nicotina en el desarrollo, produce cambios a largo plazo en el desarrollo del 

cerebro y comportamiento de los individuos (Slotkin, 2004). Las alteraciones se observan desde la 

señalización colinérgica que está regulada por otros neurotransmisores incluyendo la dopamina, y otros 

neurotransmisores que regulan la neurogénesis, migración neuronal y diferenciación, así como la 

inducción (o prevención) de apoptosis. La exposición a la nicotina provoca consecuencias que van más 

allá de la disfunción colinérgica. Existen estudios que han demostrado que la exposición a la nicotina 

altera la señalización dopaminérgica en el cerebro fetal, y está desempeña un papel clave en la 

regulación del desarrollo del cerebro fetal (Bhide, 2009).  

 En particular los receptores rAChn y la señalización nicotínica en el desarrollo neural presentan 

variaciones en la distribución en el cerebro, sugiriendo un importante rol de estos receptores en la 
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modulación y crecimiento de las dendritas, establecimiento conexiones y desarrollo de sinaptogénesis, 

lo que ya ha sido observado en ratones en etapas muy tempranas del desarrollo (Wickstrom, 2007). 

Mediante rAChn la acetilcolina posee funciones vitales virtualmente en todas las fases de maduración 

del cerebro, influenciando desde etapas tan tempranas como la gastrulación y las formaciones 

tempranas del tubo neural. De esta forma, la ACh y los rAChn participan en los aspectos críticos de la 

maduración del cerebro durante los periodos prenatales, postnatales tempranos y adolescencia, durante 

estas ventanas de desarrollo, el cambio en la composición de las subunidades de los rAChn en las 

estructuras neuronales, modulan especialmente la diferenciación y sinaptogénesis, las cuales son 

etapas sensibles a estímulos ambientales (Dwyer et al., 2009). Durante el desarrollo tardío, la acetilcolina 

promueve el cambio de la replicación a la diferenciación y modula la sinaptogénesis, se ha observado 

que la nicotina tiene un efecto en el cerebro fetal, específicamente induce de anormalidades en la 

proliferación celular y diferenciación (Wickstrom, 2007). 

Otro efecto de la nicotina que se ha observado es el daño de células del cerebro, ya que puede aumentar 

los niveles de biomarcadores de daño celular (ej. actividad de ornitina descarboxilasa) y una disminución 

en los niveles de DNA.  

 

Nicotina y el desarrollo del sistema circadiano  

En el adulto, las interacciones del NSQ con otros núcleos del cerebro, el sistema nervioso autónomo y 

efectores periféricos son fundamentales para el ritmo cíclico circadiano endógeno, estos ciclos se 

pueden ver afectados por la exposición a factores externos como drogas o estimulantes. La 

administración de nicotina en adultos, ha demostrado tener efecto directo sobre parámetros fisiológicos 

como frecuencia cardiaca, temperatura corporal, la actividad locomotriz, y más aún, en dosis repetidas 

diarias, los parámetros de estos ritmos se ven alterados por periodos que dependen del tiempo de 

administración (Pelissier et al., 1998). También existe evidencia en roedores de que la administración 
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de estimuladores colinérgicos en el NSQ, como la nicotina, inducen grandes cambios de fase en el 

comportamiento en el ritmo circadiano de sueño-vigilia, y afecta la comunicación en conexiones 

sinápticas de cuerpos de células colinérgicas, presentando en quienes la consumen problemas en el 

estado de alerta, sugiriendo una importante influencia en el sistema circadiano (O’Hara et al., 1998). 

Así mismo, está bien establecido que, durante el desarrollo del feto, las señales externas provienen de 

la madre, y van al NSQ en desarrollo del feto, siendo principalmente ritmos de actividad sueño-vigilia, 

temperatura, frecuencia cardiaca, y ciclos de melatonina, dopamina, cortisol, estradiol y progesterona, 

los que tienen efecto directo (Serón-Ferré et al., 2001).  

Alteraciones en el desarrollo temprano del NSQ pueden resultar en perturbaciones cognitivas, 

conductuales, fisiológicas y metabólicas, al alterar el sistema de control circadiano de manera 

permanente, tal es el caso de las disrupciones circadianas, mismas que se han asociado con trastornos 

de hiperactividad y déficit de atención o en el trastorno del espectro autista (Logan, RW y McClung; 

2019) así como en la depresión en el adulto (David JK, 2002). Es por esto que el desarrollo temprano 

del NSQ es una etapa crucial para su correcto funcionamiento en la vida adulta, ya que la evidencia 

sugiere que durante el desarrollo fetal el sistema circadiano es inmaduro, no presenta oscilaciones 

autosostenidas de expresión como en la vida adulta o en etapas postnatales, y por lo tanto puede ser la 

etapa más vulnerable a cambios permanentes por perturbaciones exógenas (Dolatshad, H., et al 2010). 

 

Nicotina y el núcleo supraquiasmático  

Durante el desarrollo del NSQ la señalización intercelular es de suma importancia, como son los 

segundos mensajeros y los cambios en la fisiología celular, así como el establecimiento de las 

variaciones cíclicas de la expresión génica. De los mRNA más importantes para la generación y 

mantenimiento de los ritmos está c-fos, que es un gen de respuesta rápida a varios estímulos en las 

neuronas, su labor fundamental es coadyuvar en la comunicación entre neuronas. Se ha demostrado 
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que la administración de nicotina durante el desarrollo perinatal tiene una fuerte respuesta en estructuras 

del cerebro como el núcleo paraventricular del hipotálamo (PVN), la habénula medial y el NSQ, 

particularmente con la inducción de la síntesis del mRNA de c-fos, resultando en un desacoplamiento 

de la inducción de c-fos entre el NSQ materno y el fetal.  Las inducciones de otros genes que están 

estrechamente asociados al cambio de fase del reloj circadiano, en acoplamiento directo o indirecto de 

las asas de transcripción, pueden activarse por la presencia de un estímulo, como son señales lumínicas 

o por señalizadores colinérgicos como la nicotina, en estos procesos c-fos al activarse de forma rápida 

promueve la comunicación neuronal además que se ha reportado una basal circadiana de este gen 

(Rebecca A. et al, 1994). Otra consecuencia del efecto de la nicotina sobre el desarrollo del NSQ es 

producida por la señalización mediante los receptores rAChn, ya que son marcadores de maduración de 

los sistemas colinérgicos en el cerebro y del sistema circadiano, al permitir los cambios fisiológicos en 

las células, teniendo efecto en la migración de neuronas, provocando la nicotina cambios ontogénicos 

en el  sistema colinérgico, posiblemente provocando cambios a largo plazo en el NSQ fetal (O’Hara et 

al., 1999; Abreu-Villaça et al, 2011). 

La inducción de expresión de Per1 se puede generar a través de estimulación fótica o con estimulantes 

colinérgicos como la nicotina (Ferguson et al, 1999). La estimulación fótica corresponde a una secuencia 

de eventos sucesivos producidos por la estimulación de la retina, donde esta información se transduce 

a una señal mediada por glutamato que viaja por el tracto retinohipotalámico, al llegar a las neuronas 

del NSQ se activan receptores AMPA y NMDA que permiten la entrada de Ca2+ (Welsh et al, 2010), 

mientras que con la presencia de receptores rAChn se obtiene otra vía de entrada de Ca2+ a las neuronas 

del NSQ. La expresión de Per1 depende del calcio intracelular para activar CREB en el DNA, y así 

promover la transcripción del gen que es necesario para el control en el asa negativa del reloj molecular 

(Welsh et al, 2010; Travnickova-Bendova et al, 2002; Ikeda et al, 2003). 

Por otro lado, como ya se mencionó, los rAChn son importantes en el desarrollo temprano del sistema 

nervioso y probablemente del circadiano, específicamente al NSQ. O´Hara y colaboradores han 
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reportado una aproximación a lo que ocurre en el NSQ desde la etapa embrionaria (embrionario 20 = 

E20) en ratones, sus estudios previos han dado indicios que durante el desarrollo temprano se presenta 

una expresión diferencial de los receptores nicotínicos en su maduración, siendo los rAChn α2, α3 y α4, 

más abundantes en la etapa prenatal disminuyendo su presencia conforme avanza el desarrollo y 

simultáneamente se observa un aumento en los rAChn α7 en la etapa postnatal, manteniéndose en la 

etapa madura, sugiriendo que estas subunidades vas cambiando en cantidades durante el desarrollo y 

se ha reportado que los rAChn α7 son marcadores de desarrollo (O'Hara et al., 1998; O'Hara et al.,1999; 

Broide et al., 2019) (Fig 6).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Cambio en la expresión de RNA mensajero de subunidades en receptores nicotínicos el NSQ (SCN en inglés) 
en diferentes etapas del desarrollo del ratón. Izquierda: bandas obtenidas por Northern blot con 5μg de muestra de 
RNA mensajero Derecha: representación de las mediciones por densitometría dividida entre la carga de RNA 
E=Embrionario; P= Postnatal, (Tomado de O´Hara et al, 1999) 
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3. Justificación 

El desarrollo y arquitectura del SNC durante la gestación requiere de cascadas de señalización de 

neurotransmisores que actúan a nivel celular. El desarrollo representa una etapa en la que la presencia 

de sustancias con actividad semejante a los neurotransmisores tiene repercusiones a largo plazo y 

probablemente definitivas. La nicotina al interactuar con los rAChn del feto en desarrollo, puede sobre 

estimular estos receptores colinérgicos importantes para la señalización y maduración del NSQ. 

Diversos estudios evidencian la relación del sistema colinérgico con la señalización, regulación y 

mantenimiento de los ritmos circadianos mediante los receptores de acetilcolina nicotínicos (Earnest, 

1991; Keefe., 1987; Murakami, 1986; Wee, 1992; Zhang, 1993; Hut, 2011). 

 

Anteriormente exploramos los efectos de este modelo de administración perinatal de nicotina sobre el 

ritmo diario de memoria y aprendizaje, observamos que se altera el perfil diario de memoria reciente con 

un retraso de fase con respecto al control, así como una atenuación del mismo perfil en la evocación y 

ejecución de la memoria remota en el ratón (Fuentes-Cano, 2013). Lo anterior sugiere un impacto sobre 

el reloj maestro circadiano, por lo que nos propusimos evaluar ¿Qué efectos tendrá la exposición a la 

nicotina durante el desarrollo perinatal sobre el control molecular circadiano del NSQ y la actividad 

locomotriz circadiana?  

 

4. Hipótesis 

 

Dado que la señalización colinérgica nicotínica influye en el desarrollo del NSQ, entonces la exposición 

perinatal a la nicotina afectará negativamente los procesos de control circadiano desde el control del 

reloj molecular en el NSQ hasta la respuesta conductual circadianas de actividad locomotriz. 
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5. Objetivo general. 

 

● Determinar las alteraciones en el control circadiano, debidas a la exposición a la nicotina 

durante el desarrollo perinatal en crías de ratón de 30 días, específicamente sobre la 

expresión del ritmo circadiano de actividad locomotriz y la expresión de proteínas de reloj 

en el NSQ  

 

6. Objetivos particulares. 

 

● Establecer en ratones juveniles BALB/c provenientes de madres con exposición perinatal 

de nicotina:  

 

1. Las posibles alteraciones en la expresión circadiana endógena y de sincronización de la 

actividad locomotriz circadiana.  

2. Las posibles modificaciones expresión de proteínas en las asas de retroalimentación 

positiva (BMAL1) y negativa (PRE1) de los genes reloj en el NSQ. 

 

7. Material y Método 
 

a) Animales y obtención de grupos 

 
Se formaron dos grupos de 5 ratones hembra adultas (BALB/c), uno control y otro al cual se le administró 

nicotina disuelta en agua suministrada ad libitum con una concentración de 3mg/kg/día (Slotkin et al., 

1995; Pietilä y Ahtee, 2000). Todos los días se monitoreó el volumen de agua y el peso de las ratonas. 

La solución de nicotina se suministró siete días previos a la cruza, durante la gestación y hasta el destete 

de las crías, a fin de lograr una exposición perinatal. Se mantuvieron con dieta Purina Chow, en un 

fotoperiodo 12:12 h de luz- oscuridad (6:00 h encendido y 18:00 h apagado) y temperatura de 22°C. Una 

vez destetada la progenie se separó por género y grupo experimental. Se utilizaron machos juveniles de 
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30 días de nacidos, formando los siguientes grupos: Control (Co) y Nicotina perinatal (Ni) considerando 

en total n=40 ratones macho juveniles en cada grupo (Esquema 1). Se determino la nicotina y la cotinina 

(metabolito de la nicotina) en sangre por medio de HPLC en muestra de gota de sangre en varios puntos 

del desarrollo postnatal para corroborar la exposición en las crías (Anexo 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Esquema 1. Resumen del tratamiento de las madres para la obtención de neonatos para la formación de  los  
grupos Co y Ni. 

 
 

b) Metodología y protocolos  

Una vez formados los grupos y cuando los animales cumplieron los 30 días de edad se realizaron los 

siguientes protocolos: 

  

1.- Ritmo circadiano de actividad locomotriz en oscuridad constante (O;O), luz-oscuridad (L;O) y luz 

constante (L;L) , analizando los principales componentes y características en el grupo control y el 

experimental.  

 

 Se formaron dos grupos, Co y Ni con n=10 c/u de 30 días de edad, los cuales se colocaron en 

cámaras individuales de acrílico (30×20×15 cm) para registro crónico de actividad locomotriz se utilizó 

el sistema DACIR (Data Acquisition CIrcadian Rhythms system) sistema desarrollado por IIMAS (Instituto 

   
 

10 días  Cruza y 

gestación  
Nacimientos Destete 

Madres  

(BALB/c) 

Bioterio FC 

Control 

(Co) 

Experimental 

(Ni) 

♀+♂            Selección 40 

crías machos 

Selección 40 

crías machos 
21 días 

postnatal 

21 días 

postnatal 

Nicotina en agua ad libitum 3 mg/Kg/día  

♀+♂           
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de Investigaciones en Matemáticas Aplicadas y en Sistemas) y el Laboratorio de Biología Animal 

Experimental-FC-UNAM, basado en un sistema de detección de movimiento por sensores infrarrojos 

ubicados en las paredes laterales, usando un haz de luz infrarroja de 760 nm a la mitad de la caja y la 

iluminación fue LED luz blanca fría (100 luxes) que carece de generación de luz infrarroja para evitar 

contaminación en el registro. La actividad locomotora se midió individualmente como el número de 

interrupciones de cruces de rayos infrarrojos, los eventos se resumieron y almacenaron cada 10 minutos 

utilizando el sistema de almacenamiento del DACIR con el protocolo de evaluación circadiana con 

iluminación 7 días L:O 12:12, 28 días en O:O, 10 días en L:O 12:12 y 28 días en L:L  (Esquema 2). Para 

la visualización de los actogramas se utilizó Actiview (ActiView™; Minimitter Co., Sunriver, Oregon, USA) 

y para los análisis de periodograma y de ritmo se utilizó Chronos-fit (Zuther P. y Lemmer B, 2005) 

 

 

Esquema 2. Protocolo utilizado para la evaluación de ritmicidad endógena y de sincronización.   

 

Para el análisis estadístico del ritmo circadiano, se utilizó el método de COSINOR con el programa de 

análisis de potencia en el software Chronos-Fit (Zuther et al, 2005) así comosu herramienta de 

periodograma por espectro de potencias.  

   
 

Actividad locomotriz  

Control   n=10 (30 d) Nicotina   n=10 (30 d) 

Evaluación circadiana y 

comparación de las respuestas a 

los fotoperiodos.   

Luz-oscuridad (LO 12:12) 7 días. 

Luz-oscuridad (LO12:12) 10 días.  

Luz constante (LL 24) 28 días.  

Oscuridad constante (OO 24) 28 días.   
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2.- Expresión de proteínas de genes reloj (PER1, BMAL) en el NSQ: 

Se formaron 6 grupos de Co y de Ni, con una n=5 c/u, los cuales estuvieron en un ciclo 12:12 h 

luz - oscuridad con encendido a las 6:00 h a los cuales se sincronizaron, posteriormente fueron 

asignados a un punto temporal determinado a partir del Zeitgeber (ZT) o sincronizador (encendido de la 

luz) cubriendo seis puntos temporales (ZT0, ZT4, ZT8, ZT12, ZT16 y ZT20); se sacrificaron a los 35 días 

de edad y en el ZT correspondiente mediante una sobredosis de pentobarbital sódico y se perfundieron 

por vía intracardiaca con una solución de paraformaldehido al 4 % amortiguado con fosfatos (PB  0.1 M  

pH 7.4), se obtuvieron los cerebros y se cortaron en criostato (CM 1520; Leica) a -20°C con grosor de 

40µm, se realizaron inmunohistoquímicas (Anexo 2 procedimiento) para las proteínas PER1 (Novus 

biologicals NB300-564, 1:500) y BMAL1 (Santa Cruz Biotechnology H-170- sc-48790, 1:500)  para 

determinar el ritmo de expresión a lo largo de un día. Las muestras fueron procesadas como en el 

esquema 3. 

 

 

Esquema 3. Protocolo para la obtención y procesamiento de muestras por inmunohistoquímica.  

 

    

Control  n=30 

(35d)   

Nicotina  n=30 

(35d)  

Perfusión y obtención de cerebros   

ZT0 ZT8 ZT1

2 

ZT4  

Inmunohistoquímica (PER1 y BMAL1)  

Ritmo de expresión a lo largo de un 

día de proteínas de genes reloj 

ZT16 ZT20 
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La densidad óptica (DO) es una técnica donde se analiza la absorbancia lumínica de las muestras 

teniendo en cuenta el área a analizar y eliminando el ruido, para este estudio se utilizó la siguiente 

metodología (Rojas-Castañeda JC et al 2016; Mufson, EJ et al 1997). Se tomaron microfotografías con 

microscopio ZEISS PrimoStar 3 y cámara ZEISS Axiocam 208 color y software Zen 3 de ZEISS de cada 

sección de NSQ de las inmunos, posterior a eso se analizaron las zonas por medio de comparación de 

oscuros en áreas de mil píxeles, una herramienta de análisis del paquete imagej (National Institutes of 

Health-NIH), para determinar la intensidad de la marca del revelado y restar el ruido de fondo de cada 

imagen. Para la estadística se utilizó el programa estadístico de GraphPad Prism 6 y su paquete 

estadístico de ANOVA de dos vías para la comparación de ZT dentro de los grupos (Esquema 3). De la 

misma manera se realizó un análisis de ritmo con Chronos-fit (Zuther et al, 2005) para determinar la 

ritmicidad y parámetros del ritmo.  

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 4. Ejemplo de determinación de áreas para el análisis semicuantitativo por densidad óptica de 
microfotografías donde se determina la cantidad de marca a partir de la relación de la zona de interés y se resta el 
ruido de fondo con áreas donde no presentan reacción por la marcación de la inmuno, adicionalmente se compara en 
otra zona del cerebro para ver un marcaje mínimo en tejido base. NSQ: Núcleo supraquiasmático; QO: Quiasma ópt ico; 
OZ; otra zona  

    
 

Todos los procedimientos se condujeron con las guías de Ética de la declaración de Helsinki y las guías 

del Instituto Nacional de Salud, cuidado y uso de animales de laboratorio (NIH no. 8023). Además de los 

lineamientos requeridos por la SEMARNAT (NOM-062-ZOO), así mismo, el proyecto fue sometido y 

aprobado por el Comité de Bioética del Instituto Nacional de Pediatría (INV/B/RGC/107/18).   
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8. Resultados y análisis de datos 

El procedimiento de cuantificación de nicotina y cotinina nos permite asegurarnos que la nicotina 

llegó al a las crías, los resultados obtenidos de la cuantificación fueron en nanogramos/mL en los días 

postnatales 3 (P3), 7(P7), 10(P10), 16(P16) y 35(P35) demostrando la exposición. 

Nicotina (P3=0.599±0.2, P7=0.515±0.2, P10=0.428±0.2, P16=0.517±0.1, P35=0.003±0.1)  

Cotinina (P3=0.737±0.1, P7=3.973±0.9, P10=1.665±0.7, P16=1.766±0.6, P35=0.001±0.2).  

Los actogramas nos permiten observar de forma indirecta el mecanismo endógeno de regulación 

circadiana en los organismos, en el caso de los ratones Co la actividad principal se presenta en la noche 

(animales nocturnos) y sus ritmos circadianos en condiciones de O:O y L:L son muy estables según lo 

esperado. Se muestran los resultados generales de los actogramas del grupo Co y del grupo Ni durante 

el desarrollo perinatal (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 7. Actograma representativo de una n=10 en diferentes condiciones de iluminación. Izq. Actograma general de 
grupo control (Co). Der. Actograma general de grupo experimental (Ni) y sus respectivas respuestas locomotora en las 
distintas condiciones. corchetes negros indican el momento del análisis por periodograma en Chronos-fit. Se usó 
ActiView (ActiView™; Minimitter Co., Sunriver, Oregon, USA) para visualizar el actograma.  
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Mientras que en el grupo experimental se manifestaron ritmos de baja amplitud y pérdida de ritmic idad 

después de varios ciclos de actividad, según los análisis de periodo (Tau) como muestra en la Tabla 1, 

además de un mayor tiempo para la sincronización a los ciclos LO. 

 

 D:D (tau) L:L (tau) Días para arritmia Días para sincronización 

Co n=10 23.50 ± 0.23hrs 25.68±0.21h ----NA 3±1 

Ni n=10 Arritmia Arritmia 23±3 OO/7±2 LL 7±1 

Tabla 1. Respuesta general del grupo control y experimental a lo largo de las diferentes condiciones de iluminación.  

De manera más específica se analizaron las potencias de los ritmos en cada serie de datos para 

determinar los ritmos que más se presentan y que tan fuertes son (potencia) en el software Chronos-Fit 

y su herramienta de periodograma (espectro de potencias) teniendo como referencia el ciclo donde el 

grupo control presenta un ritmo con periodo de actividad locomotriz estable. 

 

Análisis estadístico de los periodogramas por grupo 

 

Para la siguiente sección se utilizaron las potencias que corresponden al componente circadiano 

(periodos de 20 h a 28 h) con el fin de determinar el impacto de la exposición a la nicotina durante el 

desarrollo sobre la expresión circadiana de la actividad locomotriz como vía indirecta del control 

endógeno (Figura 8). En este tipo de análisis utiliza el espectro de potencias (Lomp-Scargle), las cuales 

nos indican dentro de nuestro grupo el comportamiento y estabilidad de los espectros analizados, en 

este caso los componentes circadianos. De tal manera que a mayor potencia mayor será la estabilidad 

y mantenimiento del ritmo de actividad, por lo tanto, una disminución de la potencia indica una falla en 

el control circadiano. 
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Figura 8. Comparación estadística entre las potencias del componente circadiano obtenidos por periodograma 
mediante una prueba-t en O:O (Izq), L:O (cen) y L:L (der). Donde asterisco indica diferencia significativa (p ˂ 0.05) entre 
los grupos (control (Co) vs expuesto (Ni); bigotes son Desviación Estándar; n= 10. 

 

Análisis en condición de oscuridad constante (OO). 

El análisis estadístico realizado en el componente circadiano de ambos grupos nos indica una diferencia 

significativa entre ellos, y esto debido a que la potencia del grupo Co es significativamente mayor que la 

del grupo Ni. Este resultado nos indica que el componente circadiano de la actividad locomotriz del grupo 

que fue expuesto a la nicotina de forma perinatal redujo la amplitud del ritmo circadiano a comparación 

del grupo control (Figura 7 izq). 

Análisis en condición LO 

En la condición LO se presenta una diferencia estadísticamente significativa entre el grupo control y el 

experimental (Figura 7 cen), indicando que el componente circadiano de actividad locomotriz está 

disminuido en comparación con el grupo control. En el grupo control se presenta la mayor amplitud del 

componente circadiano, sugiriendo que el ciclo de luz-oscuridad está potenciando este componente 

reflejando una sincronización al fotoperiodo, mientras que en el grupo experimental se presenta una 

disminución del componente circadiano, sugiriendo una falla en la capacidad de sincronización.  
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     ZT0                    ZT4                     ZT8                        ZT12                      ZT16                  ZT20    

Co BMAL1 

 

Co PER1 

 

 

Ni BMAL1 

 

Ni PER1 

Análisis en condición de luz constante (LL) 

En la condición de LL se presenta una diferencia significativa en el componente circadiano entre el grupo 

Co y el grupo Ni, presentando el grupo Co una mayor potencia en este componente.  A comparación de 

las demás condiciones la luz constante produce una atenuación en las amplitudes de los ritmos de 

actividad locomotriz. Sin embargo, se sigue presentando esta diferencia de amplitud entre grupos en el 

componente circadiano (Figura. 7 der). Con esto, el grupo Co sigue presentando una ritmicidad estable 

mientras que el Ni se observa una arritmia de actividad en los actogramas, que puede relacionarse con 

la potencia presentada en esta condición al ser un estrés ambiental la luz constante. 

 

Expresión de Genes reloj en el núcleo supraquiasmático.  

Los resultados obtenidos por la inmunohistoquímica a los genes reloj BMAL1 y PER1, fueron 

analizados a partir de densidad óptica (DO), utilizando microfotografías de las muestras; este análisis se 

escogió ya que es semicuantitativo y ha sido validado en una gran variedad de protocolos histológicos 

(Rojas-Castañeda, 2016; Lahm 2010; Varghese 2014; Lerh 1997), incluyendo la estructura de nuestro 

interés el NSQ. (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Imágenes representativas obtenidas de la inmunohistoquímica de los anticuerpos teniendo como objetivo el 
NSQ necesarias para el análisis por densidad óptica. donde en cada fila se presenta la expresión de un gen reloj y que 
grupo corresponde, cada columna indica la hora en la que se hizo la inmunohistoquímica con su referencia temporal 
ZT.  
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Expresión de las proteínas genes reloj en grupo control. 

 

Figura 10. Izquierda. Oscilación de proteínas de genes reloj en grupo Control, en unidades relativas de densidad óptica 
en diferentes ZT. Nsq =núcleo supraquiasmático; qo= quiasma óptico; oz= otra zona. Derecha. Análisis de ANOVA 
correspondiente a cada gráfica mostrando la diferencia significativa, así como los datos obtenidos de COSINOR en lo 
que respecto al análisis de parámetros circadianos indicados a su vez en línea roja de la oscilación ajustada en cada 
gráfica. Eje X: horas a partir del sincronizador (Zeitgeber); Eje Y: Unidades relativas del análisis por DO. 

 

En el grupo control (Fig 10) la oscilación de la ritmicidad que obtuvimos se asemeja mucho a los 

reportado por Sládek et al (2012), así como, Girotti et al (2009) en el NSQ, observándose una ritmicidad 

circadiana para ambas proteínas de genes reloj, siendo consistente con su ritmicidad en antifase, así 

como la literatura describe en el modelo de retroalimentación negativa en el marcaje de estas dos 

proteínas reloj.  
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Expresión de las proteínas genes reloj en grupo nicotina perinatal. 

 

Figura 11 Izquierda. Oscilación de proteínas de genes reloj en grupo nicotina perinatal, en unidades relativas de 
densidad óptica en diferentes ZT. Nsq =núcleo supraquiasmático; qo= quiasma óptico; oz= otra zona. Derecha. Análisis 
de ANOVA correspondiente a cada gráfica mostrando la diferencia significativa, así como los datos obtenidos de 
COSINOR en lo que respecto al análisis de parámetros circadianos indicados a su vez en línea roja de la oscilación 
ajustada en cada gráfica. E je X: horas a partir del sincronizador (Zeitgeber); Eje Y: Unidades relativas del análisis por 
DO. 
 

 

En cambio, el grupo Ni (Figura 11) presentó anomalías en su expresión rítmica circadiana, aunque se 

presentaron diferencias en la densidad óptica en las dos proteínas, siendo notable que hay un cambio 

de fase en la oscilación de BMAL1 con un adelanto de 8 horas a comparación con el control, 

manteniendo una ritmicidad estadísticamente significativa. Por otro lado, PER1 perdió la ritmicidad 
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circadiana estadística tendiendo a un ritmo desfasado y un cambio en la acrofase (atraso de 4 horas). 

Estos cambios de en la acrofase de ambos ritmos nos indica un cambio significativo en la función de 

sincronización y mantenimiento del ritmo endógeno circadiano en el NSQ, repercutiendo en otras 

respuestas conductuales y fisiológicas. 
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9. Discusión  

 

Los resultados obtenidos en la actividad locomotriz nos sugiere que la administración de nicotina durante 

el desarrollo perinatal impactó la maduración del sistema circadiano, afectando de forma negativa la 

respuesta en diferentes condiciones de iluminación, tanto en las condiciones constantes de luz (L:L) y 

de oscuridad  (O:O), así como para la resincronización (L:O), se observó una disminución en las 

potencias de los periodos importantes para las respuestas circadianas, lo que nos indica una menor 

eficiencia en las respuestas circadianas ante las distintas condiciones de iluminación. Esta anomalía en 

la respuesta nos señala que la capacidad de respuesta circadiana ha perdido consolidación a 

comparación al control, disminuyendo la capacidad de responder en condiciones constantes de 

iluminación (O:O y L:L), mientras que en el periodo de luz-oscuridad (L:O) se manifiesta una de las 

mayores diferencias entre potencias, requiriendo un mayor tiempo para la resincronización en este 

cambio de condición en el grupo experimental. Este resultado nos apunta a que el grupo experimental 

puede presentar una respuesta inadecuada ante las condiciones cíclicas del ambiente, sugiriendo que 

estos individuos requieren un mayor número de ciclos o días para poder sincronizar su ritmo endógeno 

a los fotoperiodos, indicando una disminución en la eficiencia del sistema circadiano.  

Otra diferencia observada en el grupo expuesto a nicotina es la pérdida de ritmicidad circadiana en la 

actividad locomotriz, esta pérdida de ritmicidad se puede observar en las condiciones constantes, 

oscuridad constante (O:O con 23±3 días) o luz constante (L:L de 7±2 días)  respectivamente, mientras 

que el grupo control presenta ritmos claros y robustos en ambas condiciones; por otro lado, en la 

resincronización, el grupo experimental presenta dificultad para sincronizarse en los 10 días de L:O en 

comparación al grupo control. 

Con respecto a la regulación de la maquinaria de los genes reloj, la cual es fundamental para la correcta 

ejecución de procesos fisiológicos, metabólicos y conductuales, los datos encontrados en la ritmicidad 

de PER1 y BMAL1 a través de la IHQ sugieren una desregulación de ambas asas de retroalimentación, 

evidenciado por una expresión prácticamente constante de PER1 en el grupo Ni en comparación con el 
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grupo Co; mientras que BMAL1 presenta un desfase de 8 h. Estos resultados sugieren una alteración 

en el desarrollo de la maquinaria circadiana, provocada por la nicotina al interactuar con los rAChn en la 

señalización colinérgica durante el desarrollo perinatal, teniendo efectos negativos en el control 

circadiano a largo plazo. El actograma nos proporciona una respuesta indirecta de la integridad funcional 

del NSQ, estas respuestas del grupo experimental nos indican que el impacto pudo darse en los 

mecanismos de control neuronal del NSQ que interfieren en la expresión de un ritmo consolidado en las 

vías de salida, manifestándose en anomalías en esta respuesta de actividad locomotriz de los individuos 

expuestos. 

 

A partir de estos resultados podemos indagar en varios factores o mecanismos que puedan dilucidar lo 

que ocurre por la exposición a la nicotina durante el desarrollo, la más plausible es que estas anomalías 

pueden ser provocadas por la falta de control en el flujo iónico, está ampliamente reportado el papel del 

sistema colinérgico en el regulación y sincronización intrínseca del NSQ para la generación de disparos 

neuronales permitiendo la sincronización (Yang JJ, et al 2010), en particular por la interacción de 

diferentes iones que permiten la despolarización y el incremento de Ca2+ intracelular para la expresión 

de genes (Harvey JRM, et al 2020). Siendo el Ca2+ fundamental para el control de comunicación celular 

y por segundos mensajeros, pudiera ser atribuido la desregulación a este ion en parte a los rAChn. Como 

se mencionó en los antecedentes, se ha demostrado que el Ca2+ intracelular es indispensable para la 

expresión de proteínas, en especial para proteínas del gen reloj Per1, que dependen del calcio 

intracelular para activar CREB y su acoplamiento a CREs en el DNA, y así promover la transcripción del 

gen que es necesario para el control en el asa negativa del reloj molecular (Welsh et al, 2010; 

Travnickova-Bendova et al, 2002; Ikeda et al, 2003). La expresión de PER1 es fundamental para una 

respuesta rápida ya que es la proteína dentro de la familia PER que incrementa su concentración más 

rápido después de un estímulo luminoso, es por esta característica que se apuntan a que esta proteína 

es responsable de la sincronización entre células del núcleo supraquiasmático y de resetear el reloj 

molecular (Yan l, et al, 1999; Shigeyoshi Y, et al 1997). Los receptores nicotínicos por excelencia que 
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regulan la entrada de Ca2+  son los homopentamericos α7, los cuales tienen un papel importante en 

diversas funciones en el adulto como memoria, aprendizaje, atención y evocación de memoria a largo 

plazo (Thomsen MS, et al 2010), pueden estar siendo modificados por la sobre estimulación de 

receptores nicotínicos en el desarrollo de forma indirecta, al ser los últimos en el expresarse en el sistema 

nervioso y siendo regulado por periodos críticos de los demás receptores nicotínicos que los 

precedieron, es posible que la desregulación circadiana que encontramos en este modelo se deba a los 

receptores α7.  

 

Una posibilidad es que en el juvenil se encuentre una sobreexpresión de rAChn α7, lo cual provocaría 

que la respuesta del NSQ se dé con un menor estímulo a comparación del control ante la gran variedad 

de estímulos que provocan respuesta del sistema colinérgico. También se sabe que rAChn α7 estimulan 

el acoplamiento entre las células del NSQ, siendo así que la alta sensibilidad a los estímulos colinérgicos 

puede evitar que sincronicen las neuronas apropiadamente y dar la expresión del ritmo circadiano 

apropiadamente, provocando que, ante la exposición a un ambiente constante, los núcleos no puedan 

acoplarse y esto provocaría las arritmias encontradas en este trabajo (Fuchs J, y Hoppens K; 1987). 

 

Por otro lado, hay reportes que se han realizado con roedores expuestos a la nicotina durante el 

desarrollo, que encuentran que estructuras del SNC presentan modificaciones en su morfología, 

provocando a largo plazo una incorrecta respuesta de los sustratos neuronales ante los estímulos, por 

lo que la exposición a la nicotina perinatal también podría estar afectando la organización morfológica 

del NSQ y su respuesta a los cambios de condiciones lumínicas (Slotkin; 2004). 

 

Estos resultados nos indican que la estimulación colinérgica nicotínica exógena producida por la nicotina 

durante el desarrollo perinatal tiene efectos a largo plazo en las respuestas circadianas de los individuos, 

afectando su respuesta a los cambios en las condiciones de luz-oscuridad, lo cual en la actualidad es 

un reto constante para las poblaciones que están expuestas a los cambios inherentes de una vida en 
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sociedad, estos individuos pueden presentar un deterioro más acelerado que los que no fueron 

expuestos, que pueden abarcar una gran cantidad de aspectos, desde sus respuestas fisiológicas y 

metabólicas circadianas hasta enfermedades crónicas a largo plazo  que merman el desempeño y 

calidad de vida.  

 

En este trabajo, encontramos que la exposición a la nicotina durante el desarrollo perinatal tiene efectos 

en la conducta rítmica circadiana endógena, así como en la expresión de los ritmos circadianos a lo 

largo de la vida postnatal. Esto sugiere, en particular en el rol que juega el sistema colinérgico y la 

importancia de su participación en los mecanismos de respuesta para el desarrollo y maduración 

temprana del SNC, incluyendo la respuesta del NSQ, repercutiendo a corto y largo plazo. Afectando de 

forma significativa la estabilidad del ritmo endógeno y por consecuencia todos los procesos que tienen 

una ritmicidad circadiana, ya sean fisiológicos, metabólicos o conductuales. También es importante 

destacar que, aunque la exposición a la nicotina de 3 mg/kg/día se considera baja, fue suficiente para 

provocar alteraciones en la respuesta de control circadiana tanto celular como conductual, lo cual es una 

afectación que se puede llevar el resto de la vida de los animales expuestos, con esta base será 

fundamental estudiar la función de los receptores nicotínicos en NSQ de adultos expuestos, así como 

su papel en la regulación del calcio intracelular y su comunicación intrínseca celular. 

 

10. Conclusión  

 

 La exposición de nicotina durante los períodos críticos del desarrollo del sistema colinérgico en el ratón 

provoca alteraciones en la expresión de proteínas de genes reloj, alterando su ritmicidad circadiana y 

por consecuencia la respuesta conductual del ritmo de actividad locomotora. Finalmente, con este 

estudio se demuestra que una exposición perinatal considerada baja de nicotina puede repercutir en la 

regulación endógena del NSQ a corto y largo plazo. Con este precedente se abren nuevas preguntas 

para explicar que ocurre con la regulación molecular del NSQ, como está conformada la comunicación 
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neuronal y entre subdivisiones del NSQ, así como las alteraciones neurodegenerativas que se pueden 

desarrollar a lo largo de la vida de estos individuos.  
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Anexo 1 

Cuantificación de nicotina y cotonina en sangre. 

La se realizó la detección de nicotina y de cotinina, que es el principal metabolito de la nicotina con una 

vida media más larga aproximadamente 20 h) que la nicotina (20-60 min) (Benowitz LD, et al 2009). Se 

recolectó una gota de sangre periférica de cada animal en tarjetas de papel de filtro Whatman 903® (GE 

Healthcare Bio-Sciences Corp; Piscataway, NJ, USA). Cada tarjeta se secó horizontalmente durante 6 h 

a temperatura ambiente (25±1°C). Una vez secas, las tarjetas fueron debidamente etiquetadas y 

almacenadas en un material secante empacado en bolsas plásticas de baja permeabilidad a los gases 

(-80°C) hasta su análisis. Todo el círculo se utilizó para la cuantificación de nicotina y cotinina. Para la 

extracción se utilizaron acetato de etilo (Merck, Darmstadt, Alemania) (1 mL), 10 μL de ácido ascórbico 

(Merck) (1%) y 10 μL de hidróxido de amonio al 1% (Merck). La separación cromatográfica se realizó 

con un equipo Acquity UPLC con un XSelect HSS Cyano, 2.1 x150 mm, 5 μm (Waters®) ajustado a 

40°C. La fase móvil consistió en ácido fórmico al 0.1% (Merck) en formato de amonio 5 mM (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA): acetonitrilo (EMD Millipore Co®, México) (50: 50 v/v) a 0,3 mL/min. Para el 

análisis se utilizó LC-MS/MS (Quattro Micro®; Waters Co.®, Milford MA, EE. UU.). La detección se 

realizó mediante ESI+. La cotinina se midió en modo SRM y la transición iónica fue 177.26 > 80.14. Los 

datos se procesaron con el software MassLynx® 4.1. Con las condiciones descritas, la prueba fue lineal 

en el rango de concentración de cotinina de 0,5 a 10 ng/mL y de nicotina de 0.2 a 10 ng/mL. 
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Anexo 2  

Protocolo para Inmunohistoquímica. 

Para determinar la concentración de PER1 y BMAL1 se cortaron secciones de 40 μm en criostato las 

secciones y se pusieron en PBS por 2 horas a temperatura ambiente. Después de seleccionar los cortes 

con ayuda de un microscopio estereoscópico (sz60 OLYMPUS) se procedió a hacer el procedimiento en 

agitación en la siguiente secuencia: 

Dia 1: Lavado PBS (x3 de 10 minutos); lavado BSA-Tween 5% (x1 de 2 horas); incubación BSA-Tween 

5% con anticuerpo primario (x1 de 24 horas) 

Anticuerpos:  se separaron en pozos individuales los tejidos a procesar solo para un anticuerpo, los 

cuales fueron PER1 (Novus biologicals NB300-564, 1:500) y BMAL1 (Santa Cruz Biotechnology H-170- 

sc-48790, 1:500) 

Dia 2: Lavado PBS-Tween (x5 de 5 min); incubación PBS-Tween anticuerpo secundario biotinilado (x1 

de 2 horas); lavado PBS-Tween-peróxido 3% (x3 de 5 minutos); Lavado PBS-Tween (x3 de 5 min); 

incubación conjugada de estreptavidina-peroxidasa (x1 de 30 minutos). 

Anticuerpos: se utilizó el anticuerpo anticonejo biotilnilado(BA-1100 Vector) 

Sistema de marcaje: Sistema de tinción Rabbit ImmunoCruz, (sc-2018 Santa Cruz Biotechnology) 

Revelado: Las secciones de tejido se incubaron en una solución de sustrato de peroxidasa que contenía 

1,6 mL de H2O destilada, 20 μL de tampón de sustrato 10x y 40 μL de cromógeno de diaminobencidina 

50x (kit de Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) y H2O2 al 1 % (Merck) en metanol durante 10 minutos. 
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