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Abreviaturas

ACh Acetilcolina

AChE Acetilcolinesterasa

BMAL1 Basic Helix-Loop-Helix ARNT Like 1

BSA Albúmina de suero bovino

CA1 Cornu Ammonis 1

CA2 Cornu Ammonis 2

CA3 Cornu Ammonis 3

Ctl Control

DO Densidad óptica

GABA Ácido gamma-aminobutírico

GD Giro dentado

JPG Joint Photographic Experts Group

mRNA Ácido ribonucleico mensajero

nAChRs Receptores nicotínicos de acetilcolina

Nic Nicotina

NSQ Núcleo supraquiasmático

PER1 Period circadian protein homolog 1

SNC Sistema nervioso central

ZT Zeitgeber Time

αBgtx-nAChRs Receptores nicotínicos de acetilcolina afines a α-Bungarotoxina
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Resumen

El desarrollo del sistema nervioso central es un proceso que puede ser fácilmente

alterado debido a la acción de agonistas exógenos sobre distintos tipos de

receptores a lo largo de ventanas temporales críticas. El consumo de nicotina

durante el periodo de gestación perturba el neurodesarrollo de la descendencia

gracias a la activación de receptores nicotínicos de acetilcolina distribuidos en la

gran mayoría de las áreas cerebrales. Uno de los sistemas que podrían ser

afectados es el reloj molecular, encargado de mantener un ritmo circadiano, de

aproximadamente 24 horas, en las células de prácticamente todos los tejidos de un

individuo con la finalidad de asegurar la correcta sincronización y funcionamiento del

organismo. En este proyecto se evalúan los efectos de la administración perinatal de

nicotina sobre la expresión de las proteínas del reloj biológico PER1 y BMAL1 a lo

largo de un ciclo circadiano en el área CA1 y el giro dentado del hipocampo del ratón

adulto. Los resultados muestran que el ritmo de expresión de dichas proteínas se

altera a lo largo del día por la exposición a nicotina durante el desarrollo. Asimismo,

se evaluaron cambios en la morfometría de las áreas analizadas, y se encontró que

la exposición a nicotina en etapas perinatales aumenta la densidad celular en el área

CA1 y el giro dentado del hipocampo en el ratón adulto.

Palabras clave: Periodos críticos, nicotina, reloj molecular, CA1 y giro dentado.

7



Abstract

The development of the central nervous system can be easily altered by the action of

receptor exogenous agonists at the moment of critical stages. The use of nicotine

during gestation periods disrupts the offspring’s physiological brain development due

to the activation of nicotinic acetylcholine receptors distributed throughout the entire

nervous system. One of the possible targets for this disruption is the molecular clock,

in charge of maintaining a circadian rhythm for cells in practically all tissues of an

individual, which ensures the correct synchronization and wellbeing of the organism.

In this project we evaluate the effects of nicotine perinatal administration on the

expression of the biological clock proteins PER1 and BMAL1 over 24 hours in the

CA1 region and the dentate gyrus of the hippocampus. The results show an

alteration in the temporal distribution of the expression for both proteins due to

nicotine exposure during development. In addition, we assess morphology changes

in the same areas, after which we found that nicotine exposure during perinatal

stages increases cell density in the CA1 region and the dentate gyrus of the

hippocampus.

Key words: Critical periods, nicotine, molecular clock, CA1 region and dentate gyrus.
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Introducción

Desarrollo del sistema nervioso central en mamíferos

El desarrollo del sistema nervioso central (SNC) en mamíferos desempeña un

papel fundamental en la formación de las capacidades cognitivas y el

comportamiento de estos animales. A lo largo de diversos procesos celulares y

moleculares, se lleva a cabo la construcción de este sistema de una manera regular

y coordinada bajo condiciones fisiológicas. Desde la etapa de fertilización, los cigotos

experimentan una serie de divisiones celulares que conducen a la formación de un

blastocisto. Posteriormente, el blastocisto se divide en tres capas germinales: el

endodermo, el mesodermo y el ectodermo. Es precisamente esta última capa

germinal, el ectodermo, la que da origen al tubo neural, a partir del cual se forma el

SNC gracias a señales activadas por moléculas que regulan la expresión temporal y

espacial de genes en las células ectodérmicas. Las células del tubo neural

comienzan a dividirse repetidamente durante el desarrollo embrionario temprano,

dando origen a dos tipos distintos de células; los neuroblastos y los precursores de

células gliales. El periodo de proliferación varía entre los diferentes tipos celulares y

cada población distribuida en el cerebro sigue un patrón propio para finalizar su ciclo

de división.

El desarrollo del SNC en mamíferos implica una secuencia compleja de

eventos celulares y moleculares que culminan en la formación de redes neuronales

funcionales. Una vez completado el ciclo mitótico celular, las células inician un

proceso de migración guiada por la glía radial hacia sus ubicaciones finales. Esta

migración es crucial para establecer una organización cerebral adecuada, ya que la

9



mayoría de los neuroblastos no permanecen en el lugar donde se formaron. Para

lograr una migración exitosa, se requieren procesos de señalización molecular. La

migración de las células hacia su destino final marca el comienzo del proceso de

diferenciación y crecimiento dendrítico. Estos procesos promueven la formación de

sinapsis y la creación de redes neuronales mediante la comunicación entre células

(Delhaye-Bouchaud, 2001). La formación de sinapsis marca el final de una serie de

etapas constructivas, como la multiplicación, la migración y la diferenciación, que son

momentos cruciales en el desarrollo del cerebro (Figura 1).

Figura 1. Representación esquemática de los principales eventos del desarrollo del cerebro en

ratones. Las líneas punteadas representan una reducción en el ritmo de la neurogénesis. Las flechas

rojas indican el periodo de máxima neurogénesis en distintas áreas del cerebro. CB: cerebelo; GD:

giro dentado; CX: neocorteza. Modificado de Stagni et al., 2015.

Sin embargo, además de la formación de conexiones neuronales, es

necesario afinar y refinar las redes neuronales. Esto se logra a través de procesos
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como la muerte neuronal programada y la poda sináptica, donde las ramificaciones

poco utilizadas de los axones se eliminan mediante competición (Hua y Smith, 2004).

Estos mecanismos de refinamiento permiten optimizar las conexiones cerebrales y

mejorar la eficiencia del sistema nervioso. El entendimiento de estos procesos es

fundamental para comprender la organización cerebral y cómo influye en las

capacidades cognitivas y el comportamiento de los mamíferos.

Periodos críticos en el desarrollo del cerebro

Los periodos sensibles son etapas en las que el efecto de una cierta

experiencia en el cerebro es inusualmente potente durante un periodo limitado en el

desarrollo. Los periodos críticos son un tipo especial de periodo sensible que

resultan en cambios irreversibles de la función cerebral (Knudsen, 2004). Durante

estos periodos críticos, existen ventanas de tiempo en las que los circuitos

cerebrales subyacentes a una función específica son particularmente receptivos para

adquirir ciertos tipos de información o estímulos, lo que contribuye o interfiere con el

desarrollo normal del cerebro.

No todas las regiones cerebrales se desarrollan al mismo tiempo, sino que

siguen un ritmo y duración de periodos críticos a través de los diferentes sistemas.

Además, cada área cerebral se rige por diversos niveles jerárquicos de

procesamiento, lo que implica que el periodo crítico de una etapa no puede

comenzar hasta que finalicen las señales o entradas de una etapa previa (Hensch,

2004). Durante los periodos críticos, los estímulos que intervienen pueden ser tanto

extrínsecos como intrínsecos. Los estímulos extrínsecos pueden incluir el lenguaje
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que se escucha durante la infancia, mientras que los estímulos intrínsecos pueden

ser hormonas o neuromoduladores generados por el propio organismo. Estas

moléculas, como la acetilcolina (ACh), influyen en diferentes etapas del desarrollo,

desde la proliferación y diferenciación celular, hasta la neurogénesis, gliogénesis,

maduración y supervivencia de las células (Dehorter, 2020; Abreu-Villaça et al.,

2011). Es importante tener en cuenta que si los estímulos se presentan de manera

anormal o se omiten por completo, el desarrollo de los circuitos neuronales puede

verse afectado negativamente y de forma definitiva (Hensch, 2005).

Por tanto, los periodos críticos del desarrollo son etapas en las que los

circuitos cerebrales son especialmente receptivos a la adquisición de información y

estímulos específicos. Durante estos periodos, tanto los estímulos extrínsecos como

los intrínsecos desempeñan un papel fundamental en la formación y desarrollo

adecuado del cerebro.

Sistema colinérgico

El sistema colinérgico es una red de neuronas distribuidas en todo el SNC,

abarcando desde el tallo cerebral hasta áreas como el hipocampo, el estriado y la

neocorteza. Estas neuronas se caracterizan por expresar enzimas, transportadores y

receptores que interactúan con la ACh, un neurotransmisor sintetizado a partir de

colina y acetil coenzima A mediante la acción de la colina acetiltransferasa (Gotti y

Clementi, 2004; Abreu-Villaça et al., 2011). Una vez liberada de las vesículas hacia

el espacio sináptico, la acetilcolina se une a receptores muscarínicos de acetilcolina

o a receptores nicotínicos de acetilcolina (nAChRs). Estos receptores están

expresados diferencialmente en todo el SNC y desempeñan un papel crucial en la
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modulación de la proliferación de células, la diferenciación neuronal, la regulación de

la expresión de genes y la formación de sinapsis (Abreu-Villaça et al., 2011).

Los nAChRs pertenecen al grupo de canales de iones catiónicos activados por

ligando. Existen al menos 12 genes que codifican las diferentes subunidades que

conforman los nAChRs, incluyendo nueve subunidades alfa (α2-α10) y tres

subunidades beta (β2-β4). Cada subunidad está compuesta por cuatro dominios

transmembranales hidrofóbicos, un bucle intracelular, un extremo amino-terminal y

un fragmento C-terminal extracelular (Figura 2). Las diferentes configuraciones de

subunidades en los nAChRs determinan las propiedades fisiológicas y

farmacológicas de cada receptor, lo que lleva a la clasificación de los nAChRs en

función de su afinidad con la α-Bungarotoxina o la falta de afinidad hacia la misma. A

su vez, los nAChRs afines a la α-Bungarotoxina (αBgtx-nAChRs) pueden ser

homoméricos, formados por homopentámeros de subunidades α7-α9, o

heteroméricos, formados por heteropentámeros de subunidades α7, α8, α9 o α10

(Gotti y Clementi, 2004).

Figura 2. Estructura de los nAChRs. Modificado de Gotti y Clementi, 2004.
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Cuando la acetilcolina se une a los nAChRs, se produce una apertura de los canales

iónicos. Esta apertura permite la entrada de iones de sodio (Na+) y, en algunos

casos, iones de calcio (Ca2+) a la célula. La entrada de estos iones provoca una

despolarización de la membrana celular, generando un potencial de acción y

permitiendo la transmisión de señales eléctricas en las células excitables, como las

neuronas y las células musculares (Gotti y Clementi, 2004). Además de la

despolarización de la membrana, la activación de los nAChRs también desencadena

vías de señalización intracelular. Por ejemplo, la entrada de calcio a través de los

nAChRs puede activar enzimas y proteínas intracelulares, como la proteína quinasa

C (PKC), la fosfolipasa C (PLC) y la proteína quinasa dependiente de

calcio-calmodulina (CaMK). Estas enzimas y proteínas, a su vez, pueden regular la

expresión génica, la función celular y otros procesos intracelulares (Dajas-Bailador y

Wonnacott, 2004).

Ritmos circadianos

A lo largo de la vida de los organismos, incluidos los mamíferos, se producen

cambios fisiológicos y conductuales en respuesta a variaciones en el entorno. Estos

cambios ambientales promueven la sincronización temporal interna de los seres

vivos, permitiéndoles interactuar de manera adecuada con su entorno. Esta

sincronización entre el organismo y su entorno está coordinada por un "reloj

biológico" que anticipa las necesidades individuales. Cualquier alteración en este

reloj puede tener consecuencias negativas para el bienestar y la supervivencia del

organismo (Isomura y Kageyama, 2014).

14



La cronobiología, una rama de la ciencia que estudia los ritmos biológicos y

sus efectos en los seres vivos, describe diferentes ciclos que regulan procesos

específicos dependiendo del organismo. Por ejemplo, existen ritmos ultradianos, que

se producen en intervalos iguales o inferiores a 20 horas, como la liberación pulsátil

de hormonas a lo largo del día, la actividad de las cinasas fosforiladas o la frecuencia

cardíaca (Isomura y Kageyama, 2014). También existen ritmos infradianos, que

tienen una duración mayor a 24 horas, como el ciclo menstrual o los ciclos

reproductivos en ciertas especies (Gachon et al., 2004). Por último, están los ritmos

circadianos, que tienen una duración cercana a las 24 horas.

Los ritmos circadianos continúan sucediendo incluso en ausencia de señales

ambientales que marquen el paso de 24 horas. Este fenómeno, conocido como "free

running", significa que el ritmo no está sincronizado por cambios recurrentes en el

entorno físico, sino por el reloj biológico interno. Sin embargo, los ritmos circadianos

están principalmente influenciados por los ciclos de luz y oscuridad que resultan del

movimiento de rotación de la Tierra, lo que ayuda a mantener la precisión de las

diferentes fases de estos ritmos (Vitaterna et al., 2001).

En el estudio de los ritmos circadianos, se cuantifican las variaciones en los

niveles de una variable específica a lo largo del tiempo, como se muestra en la figura

3. También se utiliza un Zeitgeber, que es una señal externa capaz de sincronizar la

oscilación endógena. El ciclo de luz y oscuridad es el principal Zeitgeber de los

organismos. Se utilizan unidades de tiempo basadas en el periodo del Zeitgeber,

conocidas como Tiempo de Zeitgeber (ZT). En un ciclo de luz y oscuridad de 12

horas cada uno, ZT0 representa el momento en que se encienden las luces y ZT12

representa el momento en que se apagan las luces (Karatsoreos y Silver, 2017).
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Figura 3. Representación de un ritmo circadiano. Los niveles de una variable cambian de acuerdo al

momento del día. Las variaciones persisten incluso cuando el organismo se encuentra sujeto a

oscuridad continua. Modificado de Vitaterna et al., 2001.

El núcleo supraquiasmático (NSQ) es el principal generador de ritmos

circadianos en mamíferos. Se encuentra ubicado en el hipotálamo anteroventral,

justo por encima del quiasma óptico y a los lados del tercer ventrículo. El NSQ

desempeña un papel crucial en la regulación de los ritmos circadianos del

organismo. El NSQ recibe información fótica directa de la retina a través del tracto

retino-hipotalámico. Este proceso se lleva a cabo mediante células ganglionares

retinales intrínsecamente fotorreceptoras, las cuales son sensibles a la luz y

transmiten señales al NSQ. Esta entrada de información luminosa permite que el

NSQ se sincronice con los ciclos ambientales de luz y oscuridad, ajustando así los

ritmos circadianos del organismo (Mohawk et al., 2012).

Es importante destacar que las neuronas del NSQ tienen la capacidad de

generar potenciales de acción de manera circadiana, independientemente de la

presencia de un fotoperiodo regular. Esto significa que estas neuronas mantienen un

ritmo endógeno que les permite seguir generando ritmos circadianos incluso en

ausencia de señales externas de luz (Welsh et al., 2010). Además, el NSQ envía
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proyecciones eferentes a otras áreas cerebrales, como el tálamo e hipotálamo, así

como a tejidos periféricos, a través de hormonas y conexiones neurales

autonómicas, lo que contribuye a la sincronización de los ritmos circadianos en todo

el organismo. El NSQ desempeña un papel central en la generación y regulación de

los ritmos circadianos, tanto mediante la recepción de señales de luz a través del

tracto retino-hipotalámico como a través de su capacidad intrínseca para generar

ritmos endógenos.

Ritmos circadianos intracelulares

Al ser un tejido, el NSQ produce una señal circadiana más precisa que la

generada por células individuales (Herzog et al., 2004), y a su vez tolera de manera

más eficaz las disrupciones rítmicas causadas por perturbaciones genéticas gracias

a interacciones de acoplamiento entre neuronas (Liu et al., 2007). No obstante, los

mecanismos moleculares desempeñan una tarea de igual importancia en el

funcionamiento rítmico de los seres vivos. A nivel intracelular, los ritmos circadianos

son controlados por un conjunto de osciladores moleculares que operan en las

células individuales. Estos osciladores moleculares consisten en un conjunto de

genes y proteínas reguladoras que interactúan en un bucle de retroalimentación

negativa (Mohawk et al., 2012). Dos de los genes más destacados en el reloj

molecular de los mamíferos son Bmal1 y Per1. La transcripción de Bmal1 permite

que la proteína BMAL1 actúe junto con CLOCK formando un heterodímero

(BMAL1-CLOCK) que funge como factor de transcripción de Per1 y Cry1, cuyos

productos conforman un complejo represor (PER-CRY) que consecuentemente

impide su propia producción por medio de una translocación hacia el núcleo que le
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permite inhibir la actividad de BMAL1-CLOCK (Figura 4). La regulación de estos

genes y proteínas se produce en un patrón cíclico a lo largo del día, lo que da lugar a

la generación de ritmos circadianos intracelulares (Harbour et al., 2014; Partch et al.,

2014). Estos ritmos se sincronizan y coordinan entre células y tejidos a través de

señales de sincronización, como la luz y los neurotransmisores, por lo que los ritmos

circadianos intracelulares son de vital importancia para la homeostasis y la función

fisiológica adecuada. Disrupciones en estos ritmos, ya sea por cambios en el

ambiente o por alteraciones genéticas, se han asociado con una amplia gama de

trastornos, como trastornos del sueño, trastornos metabólicos y trastornos del estado

de ánimo (Bass y Takahashi, 2010)

Figura 4. Control temporal intracelular. Modificado de Partch et al., 2014.
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Oscilación temporal diferencial del reloj molecular

En un estudio realizado por Harbour et al. (2014), se observó que en el giro

dentado del hipocampo los picos de niveles de ARN mensajero (mRNA) de bmal1 y

per2 ocurren en los ZT2.5 y ZT16.5, respectivamente. En cambio, en el NSQ y el

núcleo central de la amígdala, los picos de expresión de mRNA de bmal1 y per2 se

presentan en los ZT17.5 y ZT9.5, y en los ZT18 y ZT9, respectivamente. Es

importante destacar que la expresión de la proteína puede presentar un retraso

respecto al pico de mRNA, lo que indica que la traducción y estabilización de los

transcritos pueden llevar algún tiempo y variar de acuerdo a la zona que se observa.

Sin embargo, estos y otros resultados demuestran claramente que la expresión de

genes, y su posterior traducción a proteínas del reloj molecular, presenta fases de

oscilación distintas a través de los diferentes tejidos y áreas del organismo en

roedores (Yan y Okamura, 2002; Koike et al., 2012). Estas diferencias en las fases

de oscilación de las proteínas del reloj entre tejidos y áreas del organismo son una

característica importante de los ritmos circadianos. Indican que cada tejido y área

puede tener una función específica en relación con los ritmos circadianos y que la

coordinación precisa de estos ritmos requiere una interacción y comunicación entre

los diferentes relojes circadianos presentes en los distintos tejidos del organismo.
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Efectos de la nicotina sobre el sistema nervioso central

La nicotina es un alcaloide y compuesto activo principal de la planta de

tabaco. Es capaz de estimular al SNC fungiendo como agonista sobre los distintos

tipos de nAChRs, desencadenando la liberación de neurotransmisores y dando como

resultado la vasoconstricción periférica, taquicardia y presión sanguínea elevada, así

como la activación del circuito de recompensa, motivo por el cual se le considera una

sustancia de abuso debido a la facilidad con la que inicia el proceso de adicción

(National Center for Biotechnology Information, 2022). La administración crónica de

nicotina promueve cambios a nivel del SNC, desde el reforzamiento de sinapsis

glutamatérgicas hasta la alteración de procesos epigenéticos (Wittenberg et al.,

2020). De igual manera, suscita la regulación en la cantidad de nAChRs como

respuesta a la persistencia del alcaloide en el espacio sináptico, ya que, a diferencia

de la acetilcolina, no puede ser hidrolizado por la acetilcolinesterasa (AChE) (Besson

et al., 2007; Henderson y Lester, 2015).

Efectos de la nicotina sobre el desarrollo del sistema nervioso

Durante el desarrollo del sistema nervioso, se han observado efectos adversos de la

nicotina en el SNC. La exposición crónica a la nicotina durante el periodo de

gestación en roedores ha sido asociada con alteraciones en el desarrollo cerebral y

problemas cognitivos. Estos efectos se atribuyen a la interferencia de la nicotina en

la modulación normal de la acetilcolina a través de los nAChRs durante momentos

críticos del desarrollo. Investigaciones han demostrado que la exposición prenatal a
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la nicotina puede resultar en déficits en la memoria y el aprendizaje, así como un

aumento en la actividad locomotriz y una reducción del peso de las crías. Estos

efectos negativos se han observado en estudios donde se administraron dosis altas

de nicotina durante la gestación de roedores (Huang et al., 2006; Wickström, 2007).

Además, se ha encontrado que la aplicación de nicotina en etapas tempranas del

desarrollo puede provocar daño celular, reducción en el tamaño de las células,

cambios en la morfología del cerebro y alteraciones en la liberación de

neurotransmisores (Slotkin et al., 1987; Roy et al., 2002; Xu et al., 2001). Estos

hallazgos resaltan la importancia de evitar la exposición a la nicotina en etapas

perinatales, ya que puede tener consecuencias negativas en el desarrollo adecuado

del sistema nervioso.

Hipocampo

El hipocampo es una estructura cerebral crucial en la investigación de las bases

neurológicas de la memoria. Es especialmente conocido por su papel en la

codificación y formación de la memoria. Se encarga de la memoria declarativa, que

incluye la memoria semántica y la memoria episódica, y desempeña un papel vital en

el procesamiento de la memoria espacial. Utiliza células especializadas para formar

mapas mentales y recordar ubicaciones específicas en su entorno. Además,

contribuye al aprendizaje asociativo, permitiendo que los ratones hagan conexiones

entre estímulos y eventos para ajustar su comportamiento en función de las

asociaciones aprendidas (Igarashi et al, 2014; Zemla y Basu, 2017). El hipocampo es

una región relativamente grande ubicada debajo de la neocorteza y está dividido en

diferentes subregiones, como el Cornu Ammonis 1, 2 y 3 (CA1, CA2, CA3,

21



respectivamente), el giro dentado y el subículo (Figura 5). Las principales células que

se encuentran en el hipocampo son las neuronas piramidales y las células

granulares. Estas células se comunican entre sí a través de las diferentes subáreas

del hipocampo, formando un circuito sináptico complejo. Es esta conectividad entre

las áreas del hipocampo y con otras regiones cerebrales lo que permite la formación

de la memoria episódica al integrar información sensorial, espacial y temporal

(Knierim, 2015; Zemla y Basu, 2017).

Figura 5. Estructura general del hipocampo de los roedores. Creado en biorender.com.

El circuito tri sináptico del hipocampo desempeña un papel esencial en la

formación de la memoria. La información ingresa al hipocampo a través del giro

dentado, donde las células granulares reciben señales sensoriales y las transmiten a

las células piramidales del CA3. Las células piramidales del CA3, a su vez, envían

proyecciones sinápticas a las células piramidales del CA1, donde se integra la

información y se envía a otras áreas cerebrales para su almacenamiento a largo

plazo. Este proceso de comunicación entre las subáreas del hipocampo es
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fundamental para la consolidación y recuperación de la memoria (Knierim, 2015;

Zemla y Basu, 2017).

Por tanto, el hipocampo es una estructura cerebral esencial para la formación

de la memoria. Su compleja organización y conectividad entre las diferentes

subáreas permiten la integración de información sensorial, espacial y temporal, lo

que contribuye a la formación de la memoria episódica.

Hipocampo y reloj circadiano

Al igual que el NSQ y otros tejidos, las células del hipocampo también

expresan proteínas del reloj circadiano que ayudan a regular los ritmos a lo largo de

un periodo de 24 horas. Como se mencionó anteriormente, los genes reloj muestran

variaciones en su expresión a lo largo del día en diferentes partes del organismo,

incluyendo el hipocampo (Yan y Okamura, 2002; Koike et al., 2012). Esta variación

temporal en la expresión de las proteínas del reloj circadiano en el hipocampo está

relacionada con el procesamiento de la memoria (Jilg et al., 2009; Rawashdeh et al.,

2014). La evidencia demuestra que la deleción de genes del reloj circadiano en el

hipocampo resulta en un deterioro en las tareas cognitivas que dependen de esta

estructura (Jilg et al., 2009; Wardlaw et al., 2014). Además, la administración de

agonistas exógenos a distintos tipos de receptores puede afectar la expresión

adecuada de los genes del reloj circadiano molecular tanto en el hipocampo

(Gilhooley et al., 2011; Moriya et al., 2014) como en órganos fuera del sistema

nervioso central (Khan et al., 2019). Estos hallazgos resaltan la importancia de un

funcionamiento adecuado del reloj molecular en los procesos del hipocampo y su

susceptibilidad a la influencia de agentes externos. La alteración en la función de los
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genes reloj, ya sea por su deleción o por la administración de sustancias exógenas,

puede afectar negativamente las funciones cognitivas dependientes del hipocampo.

Hipocampo y sistema colinérgico

El hipocampo contiene una abundante cantidad de nAChRs α7, así como

diferentes tipos de nAChRs heteropentaméricos, lo que permite la liberación de

neurotransmisores como el glutamato o el ácido γ-aminobutírico (GABA). Estudios

en roedores sugieren que la ACh y los nAChRs desempeñan un papel fundamental

en la plasticidad sináptica y la formación de la memoria en el hipocampo. En el giro

dentado, una subregión del hipocampo, la ACh promueve el incremento de la

potenciación a largo plazo a través de la activación de los nAChRs, lo cual está

relacionado con la plasticidad sináptica y la consolidación de la memoria (Haam y

Yakel, 2017). Asimismo, se ha observado que los niveles de marcadores de ACh se

elevan durante tareas de memoria espacial, lo que respalda la importancia de la ACh

en la función cognitiva (Park et al., 1992). Por otro lado, se ha encontrado que la

disminución de los niveles de ACh está asociada con el declive cognitivo relacionado

con el envejecimiento (Baxter et al., 1999). Además, se ha demostrado que el

bloqueo de los nAChRs mediante antagonistas afecta negativamente la memoria

episódica y espacial, que son procesos regulados principalmente por el hipocampo.

De manera interesante, la eliminación selectiva de las neuronas colinérgicas que

proyectan hacia la formación hipocampal conlleva una disminución significativa en la

efectividad de la memoria dependiente del hipocampo (Haam y Yakel, 2017).

En resumen, el sistema colinérgico, a través de los nAChRs, desempeña un

papel fundamental en el hipocampo, especialmente en la plasticidad sináptica y la
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formación de la memoria. Los estudios realizados en roedores y las investigaciones

sobre los niveles de ACh en humanos respaldan la importancia de este sistema en

las funciones cognitivas asociadas con el hipocampo.

Hipocampo y nicotina

Estudios en ratones han demostrado que la administración continua de

nicotina por vía oral en etapas de desarrollo conduce a deficiencias en tareas de

memoria dependientes del hipocampo como la memoria espacial (Fuentes-Cano et

al., 2020). De igual manera, se ha reportado que la administración subcutánea de

nicotina en las primeras etapas de desarrollo tiene efectos negativos en la memoria

espacial y la localización de objetos (Ankarberg et al., 2001; Nakauchi et al., 2014).

Estos hallazgos sugieren que la administración de nicotina por medio de distintas

vías en etapas tempranas puede interferir con el desarrollo normal de las funciones

de memoria relacionadas con el hipocampo.

Además, se ha observado que la exposición a nicotina durante el periodo

perinatal afecta la producción y actividad de la ACh en el hipocampo. Estudios en

ratones cuyas madres fueron expuestas a nicotina muestran una disminución en los

niveles de ACh, así como en la actividad de la AChE, encargada de degradar la ACh

(Gavini et al., 2021). Asimismo, se ha encontrado una disminución en la expresión

del mRNA del transportador de colina de alta afinidad, responsable de la captación

de colina necesaria para la síntesis de ACh en el hipocampo (Gavini et al., 2021).

Estos cambios a nivel molecular indican que la exposición a nicotina durante el

desarrollo puede alterar el equilibrio de la ACh en el hipocampo, lo que podría tener

consecuencias en el funcionamiento adecuado de esta región cerebral.
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Investigaciones adicionales respaldan la idea de que la exposición a nicotina

durante etapas perinatales produce alteraciones morfológicas, funcionales y

conductuales asociadas al hipocampo. Estudios han demostrado que la exposición

prenatal a nicotina resulta en cambios morfológicos en el hipocampo, como

reducción del tamaño de las células y cambios en la morfología de las neuronas

(Zeid et al., 2018). Además, se ha observado que la exposición perinatal a nicotina

altera la liberación de neurotransmisores en el hipocampo, lo que podría tener

implicaciones en el procesamiento de la información y la función cognitiva (Zeid et

al., 2018).

En definitiva, la exposición a la nicotina durante el desarrollo temprano tiene

efectos perjudiciales en el hipocampo. Estos efectos se reflejan en deficiencias en la

memoria dependiente del hipocampo, alteraciones en los niveles de ACh y cambios

morfológicos y funcionales en esta región cerebral.

Justificación

La nicotina administrada en periodos perinatales afecta estructuras y

funciones del cerebro (Slotkin et al., 1987; Dwyer et al., 2008). Sin embargo, se

desconoce el efecto que tiene el agonista sobre proteínas del reloj molecular en

distintas zonas del hipocampo.

Por otro lado, existen discrepancias acerca de cómo interfiere el consumo de

nicotina sobre la densidad celular del hipocampo de las ratas durante el desarrollo

(Chen et al., 2006; Roy et al., 2002; Slotkin et al., 1987), pero aún se ignora la

consecuencia del mismo postulado en ratones.
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Hipótesis

Si la señalización colinérgica es importante en el establecimiento de ritmos

circadianos del hipocampo, entonces la exposición perinatal a la nicotina generará

alteraciones en la distribución temporal diaria de las proteínas BMAL1 y PER1 en el

giro dentado y en el área CA1 del hipocampo de ratones.

Objetivos generales

Señalar las alteraciones provocadas por la exposición perinatal a nicotina sobre la

ritmicidad diaria de las proteínas BMAL1 y PER1 en las regiones CA1 y GD del

hipocampo de ratones, así como cambios en la morfología de estas regiones.

Objetivos específicos

● Por medio de inmunohistoquímica, determinar los niveles de expresión de las

proteínas BMAL1 y PER1 en el giro dentado y el área CA1 del hipocampo a lo

largo de 24 horas en un grupo de ratones control y un grupo de ratones con

exposición perinatal a nicotina (3.0 mg/kg/día del G1 al PN 21) por medio de

densidad óptica.

● Determinar si existen diferencias de morfología y en la densidad celular en el

giro dentado y en el área CA1 del hipocampo entre el grupo control y el grupo

de ratones expuestos perinatalmente a nicotina.
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Materiales y métodos

Animales

Se utilizaron ratones albinos de la cepa BALB/c criados por el experimentador

en el bioterio de la Facultad de Ciencias. Para el grupo control, se colocaron dos

hembras y un macho de dos meses de edad en cajas estándar de acrílico de

19x29x12, con agua y alimento ad libitum. Cada caja fue etiquetada con la fecha de

cruza y se esperó hasta que las madres presentaron un aumento considerable de

peso y signos de gestación para ser separadas de los machos en cajas estándar de

acrílico individuales con material para la formación del nido, así como agua y

alimento ad libitum. Las crías fueron destetadas a los 21 días posteriores al parto,

colocando cinco por caja de acuerdo a su sexo. Se les proporcionó agua y alimento

ad libitum, y fueron mantenidas en un ciclo de luz-oscuridad 12:12 con luz desde las

7:00 hrs (ZT0) hasta las 19:00 hrs (ZT12) y oscuridad desde las 19:00 hrs hasta las

7:00 hrs. El grupo experimental se obtuvo de la misma manera y recibió los mismos

cuidados que el grupo control, salvo por la diferencia en que al grupo experimental

se le administró una dosis continua de 3.0 mg/kg/día de nicotina diluida en el agua

tomando en cuenta la cantidad consumo promedio de ratones adultos (5.8 ml) y el

peso de las madres, comparable a protocolos similares (Fuentes-Cano et al., 2020;

Nemoto et al., 2021; Huang et al., 2006; Schneider et al., 2010) durante los periodos

de cruza (aproximadamente 3 días), gestación (entre 18 y 21 días) y lactancia (21

días post natales).
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Formación de subgrupos

Una vez que los ratones cumplieron tres meses de edad, se seleccionaron

únicamente a los machos con la finalidad de evitar efectos de la nicotina

dependientes de sexo causados por los ciclos hormonales de las hembras o cambios

estructurales relacionados a los dimorfismos sexuales en el cerebro (Cross et al.,

2017). Se formaron dos grupos, el grupo control y el grupo experimental, de los

cuales se formaron seis subgrupos por cada grupo con una n=5 cada subgrupo,

obteniendo 12 subgrupos y una n=60 en total. Cada subgrupo homólogo fue

asignado a un ZT distinto, iniciando a las 09:00 hrs (ZT2) y avanzando cada cuatro

horas hasta llegar a las 5:00 hrs (ZT22). Es decir, se formaron subgrupos en los ZT2

(09:00 hrs), ZT6 (13:00 hrs), ZT10 (17:00 hrs), ZT14 (21:00 hrs), ZT18 (01:00 hrs) y

ZT22 (05:00 hrs).

Obtención y seccionamiento de muestras

Los ratones fueron sacrificados a los 90 días de nacidos por medio de

sobredosis anestésica durante cada ZT correspondiente. Se utilizó una dosis letal de

pentobarbital sódico de 150 mg/kg por vía intraperitoneal con una jeringa de insulina.

Al momento en que dejaron de presentar reflejos musculares, los animales fueron

colocados en posición decúbito dorsal sobre una rejilla de metal y se realizó un corte

en el abdomen para abrir la caja torácica con la finalidad de cortar el costillar y

exponer el corazón. El órgano fue sujeto y perforado en el ventrículo izquierdo con

una aguja desechable de 18Gx38 mm para entrar a la circulación arterial. Por medio
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de una bomba de perfusión ajustada a una presión de 130 mmHg, se introdujeron 50

ml de solución salina al 0.9%. y, una vez comprobado que los tejidos estaban

limpios, se cambió la configuración de la bomba para dispensar 50 ml de

paraformaldehído al 4% y así fijar el tejido. Al finalizar, se decapitó a los ratones y se

extrajeron sus cerebros. Posteriormente fueron guardados en paraformaldehído al

4% para su conservación de acuerdo a su grupo. Previo a los procesos de

inmunohistoquímica, se utilizó un criostato configurado para hacer cortes de 40 μm a

una velocidad de avance 5 y oscilación 4. Se colectaron las secciones desde los

-0.22 mm hasta los -1.82 mm de distancia con respecto del bregma, según marcado

en el atlas de coordenadas estereotáxicas en ratón (Paxinos, 2001). Finalmente, los

cortes fueron sumergidos en PBS y almacenados a temperatura ambiente por dos

horas en cajas de cultivo.

Inmunohistoquímica

Por cada ZT se utilizaron cuatro pozos de caja de cultivo. Dos pozos fueron

designados para el grupo control y dos para el grupo experimental. Se tomaron dos

secciones de cada ratón por subgrupo y se distribuyeron en los pozos

correspondientes, dando un total de cinco secciones por pozo y 20 secciones por ZT.

Las secciones fueron lavadas en solución buffer de fosfato (PBS) tres veces durante

10 minutos cada lavado, para posteriormente ser lavadas con albúmina de suero

bovino y polisorbato (BSA-Tween) al 5% durante una hora. Una vez terminados los

lavados, las secciones fueron incubadas por un día dentro del pozo de la caja de

cultivo con BSA-Tween 5% y el anticuerpo primario correspondiente. Cada tipo de

anticuerpo primario fue incubado en un pozo de grupo control y en un pozo de grupo
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experimental. Los anticuerpos primarios utilizados fueron PER1 (Novus biologicals

NB300-564) y BMAL1 (Santa Cruz Biotechnology H-170-sc-48790), a una

concentración de 1:500.

Al día siguiente se realizaron cinco lavados con PBS-Tween durante 10

minutos cada lavado. Se procedió a incubar las secciones en PBS-Tween con un

anticuerpo secundario biotinilado (BA-1100 Vector) durante dos horas. Después se

bloqueó la peroxidasa endógena con tres lavados de cinco minutos con PBS-Tween

y peróxido de hidrógeno al 3%. Las secciones fueron lavadas de nuevo tres veces

con PBS-Tween durante cinco minutos cada lavado. A continuación, los cortes

fueron colocados en estreptavidina-peroxidasa durante 30 minutos.

Por último, los tejidos fueron revelados con una solución de sustrato de

peroxidasa conteniendo 1.6 mililitros de agua destilada, 20 microlitros de tampón de

sustrato 10x, 40 microlitros de cromógeno de diaminobencidina 50x y peróxido de

hidrógeno al 1% en metanol durante 10 minutos.

Tinción

La solución de violeta de cresilo es utilizada para marcar la soma de células

neuronales y el núcleo de células gliales (Pilati et al., 2008). Las secciones de los

ratones control y experimentales fueron montadas en portaobjetos previamente

gelatinizados hasta que se secaron completamente para después aplicar el violeta

de cresilo durante cinco minutos. Las láminas fueron tratadas con un tren de

alcoholes al 100%, 95%, 70% y 50%, durante cinco minutos por cada alcohol.

Finalmente, fueron sumergidas en xilol al 100% y se les colocó una gota de medio de

montaje sin agua a base de un polímero de acrilatos mixtos, conocido
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comercialmente como Entellan (Sigma-Aldrich), y un cubreobjetos para su

preservación.

Adquisición de imágenes

Cada corte fue fotografiado con un microscopio ZEISS PrimoStar3 y una

cámara ZEISS Axiocam 208 color. Las imágenes fueron tomadas y transformadas a

un formato JPG con el software ZEISS ZEN 3.3 (blue edition). Posteriormente, las

fotografías se procesaron con el software de ImageJ (Abramoff et al., 2004) de

acuerdo al análisis a realizar.

Densidad y volumen celular

Las fotografías para el conteo celular del área CA1 fueron capturadas

haciendo uso de un objetivo 40x. Las imágenes fueron ajustadas en brillo y contraste

para mejorar la visibilidad. Las células fueron contadas de manera manual en un

área de con la herramienta Multi-point de ImageJ y sólo se tomaron en cuenta las

células en las que la delimitación era claramente visible. Para determinar el volumen

celular se utilizaron objetivos 4x y 10x en el giro dentado y el área CA1,

respectivamente, y se delimitaron con la selección Freehand de ImageJ.
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Densidad óptica

La técnica de la densidad óptica (DO) sirve para la medición cualitativa de la

turbidez o la medición cuantitativa de la intensidad de la luz transmitida a través de

una biomasa (Myers et al., 2013). La DO también puede ser utilizada para evaluar

los niveles de expresión de una proteína por medio de un cromóforo, como fue

hecho por Mufson et al. (1997). Para el presente proyecto se comparó el nivel de

expresión de PER1 y BMAL1 en las regiones de interés y se le restó el ruido medido

en zonas donde las proteínas no fueron expresadas.

Análisis estadístico

Todos los datos fueron sometidos a pruebas de normalidad y

homocedasticidad para determinar las pruebas estadísticas adecuadas con

GraphPad Prism 9. Se utilizó una prueba de Kruskal-Wallis para determinar si

existen diferencias significativas entre las medianas de los subgrupos de un solo

grupo (control o experimental) y posteriormente se realizó una prueba de

comparaciones múltiples de Dunn a modo de prueba post hoc. El análisis de las

diferencias de expresión de PER1 y BMAL1 entre el grupo experimental y el grupo

control por cada ZT individual fue realizado con una prueba U de Mann-Whitney.

Además, se tomaron todos los datos de la fase de luz y todos los datos de la fase de

oscuridad por separado como un conjunto cada uno, y se analizó el cambio en la

expresión de la fase de luz a la fase de oscuridad de las proteínas PER1 y BMAL1

por medio de una prueba U de Mann-Whitney. Esta misma prueba fue utilizada para
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analizar las diferencias de la densidad celular y el área en píxeles cuadrados entre el

grupo control y el grupo experimental del GD y la región CA1 del hipocampo. Sin

embargo, debido a la falta de muestras adecuadas, no se tomaron en cuenta los

valores del ZT12 tanto de BMAL1 como de PER1 en los grupos control. Un valor

p<0.05 fue considerado estadísticamente significativo (✱; ^; v).

Resultados

Expresión de BMAL1 y PER1

La expresión de proteínas del reloj molecular como PER1 y BMAL1 denotan

cambios de manera intracelular a lo largo del día, como se muestra en la figura 6.

Figura 6. Expresión de PER1 y BMAL1. Imágenes representativas de cortes coronales obtenidos

posterior a la inmunohistoquímica. Se muestra el cambio temporal por ZT en la expresión de las
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proteínas del reloj del hipocampo para los grupos control y experimental. La imagen del ZT12 BMAL1

Ctl no se muestra debido a falta de muestras adecuadas. Ctl=control; Nic= nicotina.

Giro dentado

La oscilación de la expresión de BMAL1 en el giro dentado del grupo control

muestra la acrofase, es decir, el punto donde se expresa el valor máximo de la

proteína, en el ZT8, mientras que el valor mínimo, o batifase, se encuentra al

momento del ZT4. Se puede observar que en cuanto a PER1, la oscilación presenta

un adelanto de 4 horas con respecto de BMAL1, con la acrofase en el ZT4 y la

batifase en el ZT0 (Figura 7A). En el cambio de fase de luz a fase de oscuridad se

observó que BMAL1 permanece con niveles similares en ambas fases, mientras que

PER1 denota una mayor expresión durante en la fase de luz y disminuye en la fase

de oscuridad (Figura 7B). La oscilación del grupo experimental presenta la acrofase

de BMAL1 en el ZT8 y la batifase en el ZT0. En cambio, la mayor expresión de PER1

se encuentra en el ZT16 y el punto más bajo en el ZT8. La oscilación de PER1

presenta un retraso de ocho horas en comparación con la de BMAL1 (Figura 7C).

Los análisis estadísticos mostraron que, al comparar los niveles de expresión de

proteínas entre grupos, PER1 disminuye significativamente durante la fase de luz del

grupo experimental con respecto del grupo control. Por el contrario, PER1 aumenta

durante la fase de oscuridad del grupo tratado con nicotina en comparación con el

grupo control (Figuras 7B y 7D).
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Figura 7. Expresión de las proteínas PER1 y BMAL1 en el GD. Cambios a lo largo de los distintos ZT

para el grupo control (A) y el grupo experimental (C). Cambios en la expresión de PER1 y BMAL1 en

las fases de luz y oscuridad del grupo control (B) y el grupo experimental (D). Los resultados

muestran la media ± SEM. n=5. ✱: p<0.05 según la prueba de Mann-Whitney; v: p<0.05 en

comparación con el grupo homólogo según la prueba de Mann-Whitney.

Los análisis estadísticos también indicaron una diferencia sobre la expresión

de la proteína BMAL1 entre los subgrupos de cada ZT del grupo control

(Kruskal-Wallis: p=0.0092), con un aumento significativo entre el ZT4 contra el ZT8

(prueba de comparaciones múltiples de Dunn: p=0.0051) (Figura 8A). Por el
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contrario, no se encontraron diferencias de expresión de BMAL1 entre los diferentes

ZT para el grupo tratado con nicotina (Kruskal-Wallis: p=0.1314). Al realizar las

comparaciones entre la señal de BMAL1 del grupo control y el grupo experimental

por cada ZT, se encontró que el grupo experimental denota una disminución en la

expresión de la proteína únicamente en el ZT0 (Mann-Whitney: p=0.0079) (Figura

8A). La expresión de PER1 en el giro dentado no mostró diferencias significativas

entre los ZT del grupo control (Kruskal-Wallis: p=0.0531) ni del grupo experimental

(Kruskal-Wallis: p=0.0513). Se puede observar también que en el ZT20 existe un

aumento en la expresión de PER1 del grupo experimental en comparación con el

grupo control (Mann-Whitney: p=0.0317) (Figura 8B).

Figura 8. Comparación de la expresión de las proteínas BMAL1 (A) y PER1 (B) entre el grupo control

y el grupo experimental a través de los distintos ZT en el GD. Los resultados muestran la media ±

SEM. n=5. ✱: p<0.05 según la prueba de Mann-Whitney. ^: p<0.05 según la prueba de

comparaciones múltiples de Dunn.
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Área CA1

La acrofase de BMAL1 en el área CA1 del grupo control se observa en el ZT20,

mientras que el punto de expresión más alto de PER1 se muestra en el ZT4. Sin

embargo, debido al error estándar de dicho ZT y al patrón que muestra la oscilación,

se tomó en cuenta el ZT16 como la acrofase para PER1. Dicho esto, se observa un

retraso de cuatro horas por parte de BMAL1 con respecto de PER1 (Figura 9A). La

expresión de BMAL1 en la fase de oscuridad aumentó en comparación con la fase

de luz, mientras que PER1 se mantuvo igual en ambas fases. Los resultados del

grupo experimental indican que las acrofases de BMAL1 y PER1 están en el ZT8 y

ZT16, respectivamente, mostrando un retraso de ocho horas por parte de PER1. La

batifase de BMAL1 se puede observar en el ZT16, en tanto que la de PER1 se

coloca en el ZT0 (Figura 9C). No se muestran cambios significativos tanto en la

expresión de BMAL1 como de PER1 al momento de hacer la comparación por la

transición de las fases luz-oscuridad.
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Figura 9. Expresión de las proteínas PER1 y BMAL1 en el área CA1. Cambios a lo largo de los

distintos ZT para el grupo control (A) y el grupo experimental (C). Cambios en la expresión de PER1 y

BMAL1 en las fases de luz y oscuridad del grupo control (B) y el grupo experimental (D). Los

resultados muestran la media ± SEM. n=5.✱: p<0.05 según la prueba de Mann-Whitney.

En el área CA1 no se encontraron diferencias significativas de la expresión de

BMAL1 entre los cinco subgrupos del grupo control (Kruskal-Wallis: p= 0.6676) ni los

seis subgrupos del grupo experimental (Kruskal-Wallis: p=0.4424). Asimismo, la

estadística muestra que no se presentan diferencias significativas de la proteína
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BMAL1 entre el grupo control y el grupo expuesto a nicotina a lo largo del ciclo de 24

horas (Figura 10A). Por otro lado, la expresión de PER1 se mostró igual entre todos

los subgrupos de los ZT en el grupo control (Kruskal-Wallis: p=0.4921), pero con un

cambio en los subgrupos del grupo experimental (Kruskal-Wallis: p=0.0061), donde

la única comparación significativa fue entre el subgrupo del ZT0 contra el subgrupo

del ZT16 (prueba de comparaciones múltiples de Dunn: p=0.006). El cotejo entre el

grupo control y el grupo experimental por cada ZT individual no manifestó diferencia

alguna (Mann-Whitney: p>0.05) (Figura 10B).

Figura 10. Comparación de la expresión de las proteínas BMAL1 (A) y PER1 (B) entre el grupo control

y el grupo experimental a través de los distintos ZT en el área CA1. Los resultados muestran la media

± SEM. n=5. ^: p<0.05 según la prueba de comparaciones múltiples de Dunn.

Morfometría celular

Como ya se mencionó, la administración de nicotina en periodos perinatales

induce alteraciones en las células de distintas maneras como morfología o tamaño

(Slotkin et al., 1987; Roy et al., 2002; Xu et al., 2001). Es por ello que se optó por

determinar si la cantidad de células en el área CA1 y el giro dentado del hipocampo
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cambia tras el aumento en la actividad de receptores nicotínicos durante periodos

críticos activados por un agonista exógeno. De igual manera, se evaluó si existen

diferencias de volumen en el área CA1 y el GD tras la aplicación de nicotina durante

el desarrollo.

La medición del volumen del giro dentado y el área CA1 no mostró diferencias

significativas entre el grupo control y el grupo experimental (Figuras 11A y 11B,

respectivamente). Por otro lado, el conteo celular reveló que existe un aumento

significativo en el número de células del grupo experimental con respecto del grupo

control tanto en el GD como en el área CA1 del hipocampo de los ratones

(Mann-Whitney: p=0.0023) (Figuras 11C y 11D).
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Figura 11. Morfometría del GD y el área CA1 del hipocampo. A-B. Análisis estadístico de la

cuantificación de píxeles cuadrados para determinar si existen cambios en el volumen del GD y el

área CA1 del hipocampo. C-D. Análisis estadístico de la cuantificación celular del GD y el área CA1.

Los resultados muestran la media ± SEM. n=5. #=99721.
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Discusión

Los resultados de este estudio proporcionan un complemento a la

comprensión de los efectos de la nicotina en el reloj molecular del hipocampo

durante el desarrollo y su potencial influencia en la regulación de los ritmos

circadianos en esta área del cerebro. Estos hallazgos podrían tener implicaciones

importantes para comprender los efectos de la exposición a la nicotina durante el

desarrollo temprano y sus consecuencias a largo plazo en la función cerebral.

En estudios previos se ha examinado la distribución temporal diaria de las

proteínas del reloj molecular en diferentes áreas del cerebro de roedores (Jilg et al.,

2009; Yan y Okamura 2002), así como alteraciones en la misma causada por

nicotina administrada en periodos perinatales del desarrollo (Fuentes-Cano, 2022).

Como se observa en las figuras 8 y 10, los resultados obtenidos indican que la

nicotina tiene un efecto sobre los niveles de expresión de las proteínas BMAL1 y

PER1 en dos regiones distintas del hipocampo. Se observaron cambios en la

ritmicidad de estas proteínas en el grupo tratado con nicotina en comparación con el

grupo control, similar a lo reportado por Fuentes-Cano (2022) en el NSQ. Estos

cambios sugieren que la interacción de la nicotina con los nAChRs durante el

período perinatal del desarrollo puede alterar la dinámica de expresión de las

proteínas PER1 y BMAL1.

Se sabe que los nAChRs neuronales se expresan desde etapas tempranas

del neurodesarrollo (Zoli et al, 1995). Además, la exposición crónica a la nicotina

durante el desarrollo ha sido asociada con un aumento en la afinidad de unión de la

nicotina al cerebro de roedores debido a la regulación al alza de los nAChRs. Este

aumento en la expresión de los receptores puede llevar a una variedad de
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alteraciones a nivel celular y molecular (Heath y Picciotto, 2009). Como ya se

mencionó, algunos subtipos de nAChRs son permeables a Ca2+, destacando los α7

Bgtx-nAChRs. La despolarización de la membrana causada por el flujo de Ca2+ de

estos receptores permite la entrada de más iones a la célula a través de los canales

de calcio dependientes de voltaje. En conjunto, la acumulación de calcio

citoplasmático induce la liberación de las reservas de calcio del retículo

endoplásmico que, a su vez, inician respuestas intracelulares importantes que

influyen en la gestión de diversas funciones dentro de la célula a corto y largo plazo

(Shen y Yakel, 2009). La regulación del asa de retroalimentación del reloj molecular

se logra por medio de cascadas de señalización que derivan en la activación de la

proteína de unión al elemento de respuesta de AMPc (CREB), el cual se acopla a los

elementos de respuesta de AMPc (CREs) que se encuentran dentro de las regiones

promotoras de los genes reloj en mamíferos, permitiendo su transcripción

(Cavieres-Lepe y Ewer, 2021). Considerando todo lo anterior, los cambios

observados en este estudio sobre la expresión de las proteínas del reloj molecular

podrían ser explicados gracias a las señalizaciones intracelulares anormales

desencadenadas por la activación de los nAChRs α7 sobreexpresados en células del

hipocampo debido a la exposición crónica de nicotina durante el desarrollo (Heath y

Picciotto, 2009).

Ahora bien, la observación de las oscilaciones de las proteínas PER1 y

BMAL1 en el grupo control reveló una diferencia de acrofase de solo cuatro horas

entre ambas proteínas, tanto en el GD durante la fase de luz como en el área CA1

durante la fase de oscuridad. Estos hallazgos son consistentes con el estudio

realizado por Jilg et al. en 2009, donde también se observó un retraso de duración

similar en los picos de expresión de PER1 y BMAL1 durante la fase de oscuridad.
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Más aún, los resultados contrastan con las oscilaciones en antifase reportadas en el

NSQ, según lo señalado por Fuentes-Cano en 2022 y Sládek et al. en 2012, lo cual

podría sugerir que las proteínas PER1 y BMAL1 no se regulan el uno al otro

mediante bucles de retroalimentación negativa (Partch et al., 2014) en el hipocampo

de los ratones, lo que a su vez podría indicar que estas proteínas no fungen como un

oscilador molecular.

En cuanto al estudio de la morfometría, se han llevado a cabo diversas

investigaciones para examinar el impacto de la administración de nicotina durante el

desarrollo en la densidad celular del hipocampo. Al analizar los hallazgos de estudios

previos, se han observado resultados contradictorios en relación con el cambio en el

número de células en el hipocampo debido a la administración de nicotina. Algunos

estudios, como los de Roy y Sabherwal (1998) y Roy et al. (2002), así como Slotkin

et al. (1987), han encontrado que la densidad celular puede aumentar o disminuir

como resultado de la exposición a la nicotina. Sin embargo, Chen et al. (2006) han

señalado que el número de células en el área hipocampal no experimenta cambios

significativos. Una posible explicación para las discrepancias entre los resultados de

los estudios hasta el momento radica en las diferentes vías de administración de la

nicotina utilizadas. Como se sugirió en el estudio de Roy y Sabherwal (1998), cada

método de administración puede implicar niveles variables de estrés, lo cual quizá

compromete la integridad de los sistemas no relacionados con el objetivo observado

en el protocolo. Estos factores estresantes y las diferentes vías de administración

que provocan concentraciones efectivas distintas a nivel del hipocampo podrían

influir en los resultados y generar divergencias entre los estudios.

Con respecto de los resultados obtenidos en el presente trabajo, se ha

sugerido que la unión de la nicotina a receptores nicotínicos α7 desencadena
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cascadas de señalización que activan vías antiapoptóticas, al tiempo que bloquea

proteínas que promueven la apoptosis (Resende y Adhikari, 2009). Por lo tanto, se

postula que el aumento en el número de células observado en el grupo experimental

puede atribuirse a la supervivencia celular durante etapas de muerte neuronal

programada, gracias a la activación de estas vías antiapoptóticas inducidas por la

unión de la nicotina a los receptores nicotínicos α7 en las neuronas del hipocampo.

Sin embargo, es importante tener en cuenta que se requiere una investigación

adicional para comprender completamente los mecanismos subyacentes y confirmar

estos hallazgos. Las complejidades de la morfometría y los efectos de la nicotina en

el cerebro son temas continuos de estudio, y se necesita una mayor exploración para

obtener una comprensión más completa de los cambios en la densidad celular en el

hipocampo inducidos por la nicotina durante el desarrollo.

Conclusiones

La administración de nicotina en periodos perinatales altera los niveles de

expresión y la distribución temporal de las proteínas PER1 y BMAL1 en el área CA1

y el GD del hipocampo de ratones. Esto abre paso a investigaciones acerca de los

mecanismos intracelulares bajo los cuales la nicotina afecta la expresión de

proteínas reloj.

Por otro lado, la administración perinatal de nicotina incrementa el número de

células en el área CA1 y el GD del hipocampo. Sin embargo, es necesario hacer más

estudios con el fin de determinar si este aumento en la densidad celular mantiene

una relación directa con las deficiencias en tareas dependientes del hipocampo

observadas en estudios previos donde se aplican dosis de nicotina durante el

desarrollo.
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Suplementario

La herramienta para el estudio de oscilaciones Chronos-Fit muestra los ritmos

de expresión de las proteínas tras realizar un análisis de Fourier parcial y una

regresión paso a paso (Zuther et al., 2009). En las figuras suplementarias 1 y 2 se

observan las oscilaciones ajustadas de la expresión relativa de las proteínas del reloj

molecular del GD y el área CA1 a través de los distintos ZT, así como los parámetros

circadianos de cada área, proteína y grupo al que pertenecen.

En la figura suplementaria 1A, se puede observar que la expresión de la proteína

PER1 en el GD del grupo control mantiene una mayor potencia que la proteína

BMAL1, con una diferencia de 2.11 horas entre cada acrofase. En el grupo tratado

con nicotina también se nota una mayor potencia en la expresión de PER1 al

comparar con la expresión de BMAL1; sin embargo, la diferencia de tiempo entre las

acrofases de ambas proteínas aumentó a 16.27 horas debido al retraso que

presenta la señal de PER1 en su oscilación (Figura suplementaria 1B).

GD F p %rhythm Mesor Amp Acr
Ct BMAL 20.42 0.000000001729 65.51 11.97 7.23 18.2
Ct PER 26.16 0.0001777 85.32 13.14 6.47 16.09
Nt BMAL 4.6 0.00338 29.01 6.79 2.35 17.21
Nt PER 22.1 0.0001247 94.95 10.81 2.36 0.94

Figura suplementaria 1. Expresión ajustada de PER1 y BMAL1 del GD en un plazo de 48 horas.
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En el área CA1 del grupo control, la acrofase de la expresión de la proteína BMAL1

se muestra con mayor potencia que PER1, con un tiempo de desfase de 12.02 horas

entre cada acrofase (Figura suplementaria 2A). Por el contrario, la expresión de

PER1 del grupo experimental denota una mayor potencia que BMAL1 y un tiempo de

desfase de 13.2 horas (Figura suplementaria 2B). Esta última diferencia de fase se

debe a que ambas oscilaciones muestran un cambio en el momento donde se

presenta la acrofase de la expresión de la proteína en comparación con el grupo

control; la oscilación de BMAL1 presenta un adelanto de 9.3 horas, mientras que la

de PER1 denota un retraso de 15.92 horas.

CA1 F p %rhythm Mesor Amp Acr
Ct BMAL 21.52 0.0000000008373 66.68 11.3 7.23 18.2
Ct PER 25 <0.00001 100 7.38 2.51 6.18
Nt BMAL 19.27 1.77E-06 80.22 5.42 0.77 8.9
Nt PER 57.42 1.96E-05 97.04 9.17 1.94 22.1

Figura suplementaria 2. Expresión ajustada de PER1 y BMAL1 del área CA1 en un plazo de 48

horas.
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