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Entendemos por ontogema al conjunto de procesos que promueven el

desarrollo de un individuo. La ontogenia comprende los procesos de diferenciacion,
crecimiento, desarrollo y  envejecimierto que ocurren en el ciclo vital de un
orgarusmo. La diferenciacion es el proceso de especializacion funcional de las
células de un organismo; el crecimiento es un fendmeno celular que se caracteriza
por la sintesis de proteinas homélogas y por la multiplicacion celular, propiciado por
los nutrimentos de que disponen las células, por desarrollo se entiende la serie de
cambios secuenciales que transforman un sistema de organizacion simple en un
sistera de complejidad progresiva, hasta alcanzar un estado de relativa estabilidad;
finalmente el envejecimiento se refiere al paulatino deterioro de las funciones
biolégicas que ocurre hacia ¢l final del ciclo vital.

En los ultimos afios, el estudio ds la ontogenia cerebral ha permitido un mejor
conocimiento acerca de la secuencia de cambios que ocurren en la estructura y
compaosicidén bioquimica del sistema nervioso durante sus diferentes etapas, las
cuales determinan las distintas propiedades funcionales del tejido neural durante
cada fase del desarrolio. Estos cambios estan determinados tanto por programas
astablecidos genéticamente como por influencias ambientales que actian sobre el
sistema nervioso. De @sta manera el desarrollo sigue un patron especifico, en el cual
aquelias partes del sistema nervioso central (SNC) que en el momento del nacimiento
son necesarias para el control de funciones esenciales maduran mas rapido que

otras (Salas,1978).

o



Hace algunos afios un informe de la organizacion mundial de la salud (OMS)
puso de manifiesto que aproximadamente la mitad de los mifios del mundo habian
sufrido matnutricion en alguno de sus grados durante la ontogenia temprana efo
inmedialamente después del nacimiento. De  esla manera mitlones de nifos so
encuentran en alto riesgo de sufrir enfermedades infecto-contagiosas y deficiencias
een su desarrollo fisico que incluyen distorsiones graves de la estructura y funciones
de diversos organos y sistemas. Entre éstas son particularmente importantes las
alteraciones marfoldgicas, fisioldgicas y bioquimicas del Sistema Nervioso Central
{SNC).

La desnutricion, como resultado de una deficiente ingestion en calidad y
canlidad de alimenlo, es el factor ambiental que mas lracuentemente afecta el
desarrallo cerebral. En la rata se ha encontrado que la deshutricion perinatal severa
o moderada produce daflos cerebrales irreversibles (Dobbing,1972) que estan
asociados con diferenles grados de alleraciones morfoldgicas, fisiolagicas y
bioquimicas del SNC. Ademas existe evidencia de que la desnutricion mds severa en
fos humanas es la que acurre durante los dos primeros afnos de vida, que tiens como
consecuencia una disminucion del desarrolla cerebral; siendo as efectas fisicos mas
obvios en la lalla y en el peso corparal aunque también se afectan en diversos
grados algunas 6rganas de la economia. Es as{ como se observa una disminucién del
peso de algunos Organos internos camo el higado, el riftdn, la hipdfisis, {as

suprarrenales, los avarios, 10s testiculos y las vesiculas seminales ( Donald, 1981),



Al hablar de ta desnutricion generalmente se hace referencia a un estado

alterado de las funciones organicas producidos por upa reduccidn importante de la
ingestion de nutrimentos que a su vez reducen el aporte caldrico. L.a malnutricion
(disminucion o incremento en la cantidad en uno o varios componentes de la dieta)
proteinica prenatal afecta el desarrollo cerebral de diferentes maneras dependiendo
del momento ¢n el que se padezca, de su relacion temporal con los eventos del
desarrollo cerebral y al tipo y severidad de la deprivacion. Los efectos de ésta son
permanentes pero pueden aminorarse con la exposicion del sujeto a diferentes
estimulos y a ambientes enriquecidos. La desnutricion y la malnutricion ejercen su
efecto durante e! periodo de desarrollo, no solo durante el llamado periodo de
crecimiento cerebral, sino también durante los procesos de organizacion temprana
propios de este periodo, como la neurogénesis, la migracién celular y Ia
diferenciacion (Morgane y cols., 1993).

Es evidente que el estudio experimental sistematico de los efectos tanto de la
desnulricion prenatal como de la desnutricion posnatal o de ambas, no es posible
efectuarlo en el ser humano, por lo cual ha sido necesario disefar modelos de
desnultricion experimental en animales. Dentro de estos modelos destaca el uso de la
rata de laboratorio ya que ésta ofrece grandes venlajas praclicas y a la vez permite
eslablecer conclusiones valiosas debido a la analogia que presenta su desarrollo
cerebral con el del humano (Cintra y Galvan, 1991) Debido a la relativa complejidad
y gran vulnerabilidad de los circuitos neuronales durante el periodo cercano al parto
permite al investigador contar con un modelo experimental singular, donde es posible
evaluar los cambios funcionales normales y las alteraciones que ocurren cuando se
madifica el proceso de maduracidon bajo la accion de una influencia nociva del

ambiente (Salas,1978). Experimentaimente la privacidn de nutrimentos en el feto o en



el recién nacido pucde llevarse a cabo mediante la lmitacion de alimento a la madre
durante el penodo det embarazo, o durante la lactancia, mediante l reduceion del
tiempo de succion de las crias, aumentando el numero de los imiembros de la camada
0 bien suministrando dietas deficientaes en un componente elemental como tas dietas
hipoproteinicas. Con cualquiera de estos procedimientos se provoca una baja
substancial del peso corporal y cerebral asi como un retraso del crecimiento del SNG
que se manifiesta en alleraciones severas de sus tunciones (Salas, 1978)

El paradigma de la malinutricion hipoproteinica, en general simula las
condiciones bajo las cuales las poblaciones humanas desnulridas se desarrollan,
esto es: 1) La restnecion proteinica en la dieta as cronica y se origina previa a la
concepcion de la generacion subsecuente; 2) Es deficiente en calorias, las dietas
bajas en proleinas se compensan con un exceso de carbohidrales; 3) La dieta baja
en proteina y la dieta control tienen un alto contenido de grasa y 4) La manipulacion
dietaria cronica va mas alla del periodo de amamantamiento; eslas caracteristicas
principales de la desnutricion humana varian de situacion a situacion, sin embargo el
procedimiento experimental que se emplea se aproxima a estas condiciones en
muchos aspectos. La ventaja de este modelo, es que se pueden reducir uno o varios

nutrimentos y simultaneamente estudiar su efecto a corto o largo plazo en el SNC.

Dobbing (1970) planted la existencia de un periodo unico en el crecimiento

cerebral en el que esle Organo expenmenta procesos fundamentales de su
desarrollo, por lo que es especialmente sensible a las restricciones nutricionales y a
otros tipos de estimulos agresivos que ocasionarian secuelas fisicas y conductuales
permanentes (Dobbing y Sands,1971), a este periodo se le denomind "Periodo

Vulnerable



Esta vulnerabilidad del SNC no es constante a través del desarrollo, ya que los
diferentes procesos del crecimiento son heterocronicos o sea, varian temporalimente
dependiendo del area de la que se trate. El periodo vulnerable se inicia en una etapa
an la que se esta completando el procesa de multiplicacion calular, de modo que el
insulto nutricional solo afectaria en pequefo grado el nimero final de neuronas.
(Dobbing y Smart, 1974).

Es importante destacar que no todas las estructuras encefélicas se desarrollan
en la misma proporcion ni en las mismas etapas dentro del periodo vulnerable. En
ofecto, el desarrollo encefélico estd integrado por intrincados procesos de
maduracion histoldgica, neuroquimica y electrofisioldogica que no coinciden
temporalmente en las diversas regiones cerebrales, por lo que es probable que las
diferentes areas encefalicas tengan su propio periodo vulnerable (Middleton, 1985).
Por esta razén, las distinlas regiones del cerebro son afectadas de manera
diferencial por la desnutricién. De tal forma las regiones que maduran mas
tempranamente son menos afectadas por la desnuliicion que las que lo hacen de una
manera tardia (Altman y cols, 1971).

£n forma anéloga a lo descrito anteriormente, el periodo vulnerable es también
diferente para cada especie, ya que en cada una la ontogenia neural sigue un patron
temporal especifico. En |a rata abarca 1as tres primeras semanas posnatales mientras
que en el hombre se exliende desde el finel del primer semestre de gestacion hasta
los dos afos de vida posnatal (Dobbing y Sands, 1971, Dobbing y Smart, 1973), sin

embargo en ambos se dan procesos equivalentes, como la lactancia.



El insulto nutricional distorsiona el programa onginal de desarrollo del SNC y

ocasiona relaciones distorsionadas enlre las neuronas y la glia, una pobre formacion
de circuitos neuronales y alteraciones de los eventos regresivas normales,
incluyendo la muerte celular y el recorte axonal y dendritico, resultando en patrones
modificados de organizacion cerebyal  También ocasiona desviaciones de la
secuencia normal refacionada a la maduracion cergbral, afecta de manera particular
el desarrollo de varios tipos celulares y su actividad neurotransmisora (Morgane y
Cols., 1993); ocasiona un retraso en la migracién celular y en la sintesis de mielina
(Winick ,1970). asi como alteraciones en las vias del metabolismo de la glucosa
(Lewis y Col, 1975); lo que se ve mas afectado es el empaquetamiento de Ias
neuronas y el crecimiento de los procesos neuronales, los cuales faltan o son
limitados en extension.

Estudios morfologicos han demostrado que la privacion de alimento en la rata
induce una reduccion del volumen cerebral (Stewart, 1971), principalmente por una
disminucion del 4rbol dendritico, (Patel, 1983). Todo lo anterior disminuye la
capacidad de establecer nuevas interconexiones y reduce la posibilidad de
fendémenos de plasticidad. También se ha observado una orientacion aberrante en
axonaes de neuronas corticales (Salas y Cols, 1974).

Las células gliales también se afectan por la desnutricion y la malnutricién, lo
cual se manifiesta por una reduccion del 50% en su numero, asi como alteraciones
en su maduracion observables en cambios en el contenido de DNA, RNA y proteinas
especificas de dichas células (Robain y Ponsot, 1978) De manera similar 1a
desnutricion ocasiona trastornos en el deposito de mielina en el SNC ocasionados

por el retraso en la migracidn de oligodendrocitos



Lo anteror se manifiesta como una reduccion en el numero y espesor de las
capas de miehna en el SNC y Sistema Nervioso Penferico (SNP), asi como 1a
composicion quimica de la nielina (Wiggins y Col, 1976).

Olros efectos ocasionadas per la desnutnicion son presentados en la tabla |

TABLA | -- Efectos de la desnutricion y malnutricion sobre estructuras
cerabrales

Los dilerentes métodos usados para producir animales desnulridos son
codificados como sigue. 1) Animales que fueron desnutridos por medio de una dieta
usada después de que la madre amamanto a sus c¢rias. 2) Animales separados de la
madre lactanle por largos periodos de tiempo. 3) Animales colocados en camadas de
16 & mas sujetos por madre. 4) Desnutricion prenatal acasionada por la reduccion del
contenido proteico o dieta total de la madre durante la gestacion. 5) El tamafo de la
camada se mantuvo constante pero la madre lactante se alimentaba con una dieta
baja en proteina lo cual inducla una baja produccion de leche. 6) Similar a la 5 solo

que a la madre se le restringia el alimento

Referencia

Reduccion del tamario y peso Hatai (1904)

cerebral Jackson y
Stewart (1920)

La velocidad mitdtica es mas § Rata 6 Palel y Cols.

lenta asi como la velocidad de (1973)

muerte neuronal.
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Disminucion del volumen de la Sugita ( 1918 ),
corteza cerebral, el crecimiento Bedi ( 1987,
del tamafio neuronal fue 1988, 1994)
retrasado  asi como  su

mielinizacion, pero el nimero

total de neuronas no se vid

afectado.

No se presenta degeneracion } Rata 2 Eayrs y Homn
nerviosa en la corteza (1955)
cerebral, la densidad celular

aumenta

Pérdida de neuronas | Rata 4 Shrader y
multipolares Zeman ( 1869)
Reduccion del numero de Rata 4-3 Siassi y Siassi
células gliales en la corteza (1973)

neuronal

Decremento en la densidad y | Rata 2y4 Salas y Cols.
grosor dendrilico, de espinas (1973), Diaz-
sindpticas  en  neuronas Cintra y Cols
corticales de la capa Vy de (1990)

las espinas en dendritas

horizontales y basales de

cblulas piramidales de le capa

Ilib de la corteza visuel.

Decremento del espesor de la | Rala 31 Cordero y Cols
corteza visual, resultando en (1973 )

un decremento del largo y

grosor de las dendritas

apiceles y besilares.

Reduccién del numero de | Rata 4 Warren y Bedi
sindpsis por neurona en la (1982); Bedi y
corteza visual. Cols (1988)




Reduccién  del  peso  del
cerebeto

Rata

Pecling y Smart
(1991)

Adelgazamienta de la capa| Rata 6 lewis y Cols
molecular y fa capa granular (1975). Yucel y
externa retrasa su tiempo de Cols (1944)
maduracion.

f.as células contienen menos | Rata 5 Stewart y Cols.
citoplasma, capas de mielina (1971)
delgadas y desarroilo

dendritico reducido.

Reduccion del numero de | Rata 6 Barnes y Altman
células en fa capa granular (1973)

externa e interna dej cerebelo.

Déficit de 21% de células de | Rala 3y6 Dobbing y Cols.
purkinje y 31% de células (1971), Barnes y
granulares. Allman (1973)
Decremento del tamaro del} Rala 6y3 Yucal y Cols.
soma y del arbol dendritico (1994), Sima vy
apical en células de Purkinje, Paersson (1975)
estrelladas y de canasta.

Reduccion del indice sindpsis- | Rata 4 Bedi y Cols,
neurona. (1991)
Decremento de  procesos | Rala 2 Clos y Cols.
liates en 1a capa molecular. 1973

Decremento de la densidad de
espinas sindpticas y el largo
de las dendritas, en células del
Neoestriado, corleza
entorrinal, septum medial y N,
de |a banda diagonal de Broca.

Rata

Kemper y Cols.
(1978); Brack y
Prasad (1992)

n



Las células multipolares del | Rata 4 Diaz y Cols.

Rale dorsalis incrementan sus (1981)
aferentes.
Disminucion de la densidad de | Rata 4 Diaz y Cols

esiinas dendriticas. |1984|
Disminucion del numero de ] Rata 4

Lewis y Cols.

células del hipocampo. (1975); Bedi
{1991)
En el giro dentado se presenta } Rata 4 Cintra y Cals.
una reduccién del tamario (1990),  Diaz-
celular y de las espinas Cintra y Cols.
dendriticas. (1991).
Decremenlo del tamaro del } Rata 4 Diaz-Cintra vy
soma, del largo y densidad de Cols. (1994),
las dendritas y sus espinas en Garcia-Ruiz  y
las células piramidales de CA3 Cols (1993)

y de la fascia dentada.




Asociado a los cambios morfoldgicos antes mencionados se han encontrado

alteraciones metabadlicas y bioquimicas que repercuten sobre el desarrollo cerebral
tales como. La disminucion del consumo de oxigeno en condiciones basales,
hipoglicemia y alteracionas en la gluconeogénesis, alteraciones del metabolismo de
la fenilalanina; hipofuncion tiroidea y disminucion en la produccion de la hormona del
crecimiento (Middleton, 1985).

La desnutricidn afecta el procesamiento postranscripcional del transcripto de
los genes especificos para las proteinas mielinicas, |a cantidad de RNAm especificos
a la mielina se decrementan en aproximadamente un 40% (Royland y Cols., 1992) en
la etapa en que la privacion alimenticia altera irreversiblemente la diferenciacion de
los oligodendrocitos (Royland y Cols., 1993)

El porcentaje de incorporacidn de aminodcidos dentro del cerebro no tiene
cambios, lo cual tal vez se deba a una reduccion de! eflujo de los aminoécidos como
un proceso compensatorio para mantener una adecuada concentracion de
aminoacidos cerebrales (Freedman y col, 1980).

Sin embargo en ratas desnulridas se incrementa la concentracion de alanina y
de taurina en el cerebelo, corteza cerebral e hipocampo, ademads la GAD presenla
niveles significativamente bajos en todas las regiones (Chavez y cols., 1993).

Se ha sugerido que la concentracion inadecuada de uno o mds aminodcidos
es el factor coman responsable de la limitacién del desarrollo cerebral. Sin embargo,
no hay mucha informacion acerca de los mecanismos por los cuales dicho fenémeno
ocurre (Nowak y cal, 1977).

Respecto al efecto de la desnutricion sobre la concentracién de algunos

neurotransmisores y sus metabolitos en las diferentes areas cerebrales los resultados



indican que se encuentran elevados los niveles de fenilalanina, triptéfano,
norepinefring, serotonina y Ac.5-hidroxindolacetico (Resnick. 1988, Diaz y Cols.,
1993) en la corteza cerebral e hipotdlamo; Por otra paite los niveles de dopamina se
encuentran disminuidas (Shoemaker y Wurtman, 1971). En andlisis de regiones
espacificas del cerebro se encontrd que l0s neurotransmisores estan altamente
concentrados en esltructuras subltelencefalicas como el diencéfalo, mesencéfalo,
puente-médula y tejido periférico, siendo el tallo cerebral el area que presenta la
mayor concentracion (tabla I1), sin embargo la concentracion de norepinefrina no
mostrd cambios en tejido periférico de ratas desnutridas, lo cual sugiere que el
cerebro es mas sensible al efecta de la desnutricion que el tejido peritérico. A pesar
de que la dieta es deficiente en aminoacidos precursares de los neurntransmisares y
que en algunos casos se ven afectadas las enzimas de sintesis de los mismos
(Shoemaker y Bloom, 1977).

El incremento de algunos neurotransmisores monoaminérgicos en tejido
periférico (pulman, corazdn, estdmago) sugiere que estos cambios representan una
alteracion general en el melabolismo, ya que las modificaciones obsarvadas en el
cerebro no san muy diferentes de las que se abservan en los organas periféricos
{(Morgane y Cal, 1979), ademds, es posible que la alteracién en los perfiles
neuroquimicos conlleve a alteraciones en algunos patrones conductuales (Stern y
Coal, 1975. Miller y Col, 1977, Shoemakar y Wurtman, 1971).

Parece ser que las funciones reproductoras y placentarias de las ratas
malnutridas no se afectan de manera significativa por a malnutricion proteinica, ya
que la malnutricion causa un incremento en el peso placentario pero no afecta el
crecimiento fetal (McCrabb y Cals, 1991), sin embargo el feto es dafado por la
malnutricion proteinica, debido al pobre acceso que tiene a las reservas proteinicas
disponibles de la madre, ademas se presenta un decremento en el porcentaje de

transferencia de amino&cidos de la sangre materna al feto; durante la lactancia la



disponibilidad de proteina al infante esta alterada, ya que el contenido de proteina en
la leche es afectado por cambios en la dieta, y la cantidad de leche producida por las
madres desnutridas es reducida por lo que la disponibilidad de proteina total es baja

para los hijos de madres desnuiridas.

TABLA |l -- Efectos de la desnutricién sobre algunas substancias
neuroactivas

Disminucién de la actividad de | Rata 3 Sereni y Cols
acetilcolinesterasa y  del (1966)

contenido y concentracion de

NE y 5-HT.

Elevacion de la concentracion | Rata 4.5 Sterny Cols (1975)

de NE y 5-HT en algunas
regiones cerebrales pero el
contenido cerebral total esta
disminuido.

Disminucién del 25% de la NE | Rata 5

pero los niveles de Tirosina
hidroxilasa se incrementaron.

Shoemaker y
Wurtman (1971)

Disminucién de los niveles de | Raton 5 Lee y Dubos
dopamina, principalmente en (1972),

los ganglios basales. Schoemaker y

Wurtman (1973)

Disminucion de la actividad de | Rata 3 Rajalakshmi y Cols
la glutamato deshidrogenasa y (1974)

la glutamato descarboxilasa.

Incremento de la histamina | Rata 1 Enwonwu y
cerebral. Cobayo Worthington (1974)




La privacion perinatal de alimento retrasa el desarrollo de los componentes

reflejos de la conducta. Por sjemplo el desarrollo del patron de nado usado como un
modelo de maduracion del SNC sufre un retraso de 2-3 dias en su desarrollo, este
patrén parece estar afectado debido a alleraciones en el desarrollo de las estructuras
que intervienen en la integracion refleja de dicha conducta tales como la corteza
motora, cerebelo y ntcleo vestibular (Salas, 1972); también, las ratas desnutridas
abren los ojos de manera retrasada, estas pierden la capacidad de poder orientar en
el espacio adecuadamente al nido, a los 9-11 dias de nacido, por lo que la
desnutricion prenatal altera el desarrollo de las respuestas relacionadas al (hogar)
nicho espacial (Galler y Cols., 1994),

La desnutricion neonatal aumenta importantemente la actividad exploratoria en
la edad adulta y este efecto es aun mas severo cuando ademas de la desnutricién los
sujetos se privan de informacion sensorial (Levitsky y Bames, 1972). Ademas la
desnutricion neonalal altera la respuesta emocional de los animales hacia los
estimulos ambientales en la edad adulta dehido posiblemente al dafio a estrucluras
limbicas como el hipotalamo, la amigdala y el hipocampo, las cuales participan en el
control de este tipo de respuesta (Salas, 1978).

De este modo, las conductas matemas son afectadas por la desnutricion
proteinica prenatal, se presenta un déficil en los cuidados maternos a la cria al nacer,
los cuales consisten en una reduccion de la cantidad de cuidados otorgados en el
nido, en el tiempo de laclancia y las madres exhiben una conducta de aseo y

movimientos circulares exagerados (Salas y Cols., 1984)



Con respecto al patron de aseo, éste se ve afectado, en los sujelos
desnutridos el tiempo de aseo por parte de la madre es mas alto comparado con
sujetos control (Galler y Tonkiss, 1991), un efecto similar se presenta con la conducta
de autolimpieza (Salas y Cols, 1991) Ademas la desnutricion proteica causa
alteraciones a largo plazo en los sistemas cerebrales que regulan las conductas
emocionales, ya que estos sujetos tienden a explorar mas su hébitat que los
controlgs, es decir la desnutricion ocasiona un retraso y cambios en el desarrollo del
patron de locomocion adulto, el cual se desarrolla a partir de los 14 dias posnatales,
en los sujetos desnutridos ocurre a los 15-16 dias y no se desarrolla completamente
hasta los 30 dias de edad (Gramsbergen y Westerga, 1992), apesar de que muestran
una menor actividad locomotora y largas latencias de inicio del patrén de caminar
(Almeiday Cols., 1991),

La caracteristica circddica de la ingesta de alimento es alterada, la rata se
alimenta en la noche normalmente, los sujetos desnutridos comen pequefas
porciones de su alimento diario durante la segunda mitad del periode de iluminacién.

También se ha reportado que la desnutricion afecta ciertos pardmetros del
ciclo suenc-vigilia, como son [a amplitud del ritmo circadico, la acrofase y la duracion

y nimaro de los cicles completes de sueiio (Cintra y Cal, 1988).
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Las fluctuaciones periddicas en diversos parametros fisioldgicos son una

propiedad general de la materia viva, cuando estas fluctuaciones ocurren a intervalos
regulares son considerados como "Ritmos Bioldgicos" (Bunnig, 1973). Los ritmos
biologicos pueden ser la respuesta del organismo a una influencia periddica
ambiental (Ritmo Exageno) o bien pueden ser originados por el organismo (Ritmo
Enddgeno). En términos técnicos un ritmo exdgeno es andlogo a un fendmeno
oscilatorio en sistemas pasivos, estos sistemas solo pueden oscilar bajo la influencia
de sefales externas periodicas. Por otra parte un ritmo Endogeno es andlogo a
oscilaciones autosostenidas de sistemas activos donde las oscilaciones no dependen
de es(imulacién externa (Aschoff, 1986).

Los ritmos bioldgicos prasentan gran variabilidad de frecuencias, desde un
ciclo por milisegundo a un ciclo por afo. Por otro lado, también el ambiente geofisico
se caracteriza por la existencia de ciclos que se derivan de movimientos de |a tierra y
fa luna en relacidn al sol, estos ciclos ambientales o geofisicos son los dias, las
mareas, las fases lunares y |as estaciones del aito. Cuando la frecuencia de un ritmo
biologico se aproxima a la de un ciclo ambiental se le denomina con el prefijo Circa
(Pittendrigh 1986, Rusak y Zucker, 1975); es asi como a los ritmos bioldgicos
cercanos a las 24 horas se les llama Ritmos Circadianos (Halberg, 1969 ).

Los ritmos circadianos son uno de los rasgos mas caracleristicos de Ia
adaptacion de un organismo a su ambiente, en los mamiferos representan un
importante proceso a través del cual eventos del medio interno son organizados en
una apropiada secuencia temporal que permite una méxima adaptacion al medio
externo (Rusak, 1979a y 1979b). Una caracteristica notable de los ritmos diarios
observados en distintos organismos como las algas, las moscas, y los seres humanos

es que éstos no solo responden a cambios en el ambiente impussto por los



principales mecanismas geofisicos, sino que presentan un sistema inlerno capaz de
medir el tiempo (Pitlendrigh, 1966), este sistema o reloj biologico permite al
organismo predecir y prepararse con anterioridad a cambios en el ambiente geofisico
asociado con el dia y la noche (Turek, 1994).

De acuerdo a Pittendrigh y Dann(1976) para llevar a cabo este papel
adaplativo los ritmos circadicos requieren que el sistema lenga dos caracleristicas
(Pittendrigh, 1976,1981): 1) Que tenga la capacidad de medir el liempo bioldgico es
decir que el ritmo circadiano sea generado enddgenamenle y que ésle tenga un
periodo cercano a 24 horas; 2) Que pueda medir el tiempo geogréafico es decir que
bajo condiciones ambientales usuales el periodo del oscilador se ajuste al periodo del
ciclo ambiental, usualmente el ciclo L:O sirve como el agente sincronizador

("Zeitgeber") ambiental (Moore, 1983; Takahashi, 1982)

Augusto Forel sugirid que los organismos poseian una memoria temporal o

“Zeilgedédchtnis”, y con este término se tratd de explicar la naturaleza endogena de la
ritmicidad bioldgica; sin embargo, C.S. Pilttendrigh y J. Aschoff demostraron, por
separado, la capacidad del organismo para medir el tiempo biolagico y desarrollaron
el conceplo de Reloj Biolégico, término que vino a remplazar al término
Zeitgedéchtnis, lo cual elimind la implicacion de fendémenos de aprendizaje en el
origen de la ritmicidad biolégica.

El termino reloj biolégico implica un mecanismo fisiologico capaz de imponer
un orden temporal sobre un ritmo medible u otra forma de ritmo biologico, implica la
capacidad del sistema para oscilar con un periodo regular. asi como la capacidad de
usar dichas oscilaciones como una referencia temporal interna y permite una

adecuada interaccion en el dominio temporal entre el organismo y su ambiente.



El relg biologico  se podria dentificar a diversos niveles de complejidad,
desde el nivel molecular (gen Per, Takahashi, 1993; Takahashi y Cols., 1993) hasta el
nivel de sistemas (gangho cerebral en (g polilla; Menaker y Cols., 1978) ojo de los
moluscos (Aréchiga,1993), pineal en aves (Cassone, 1990 ), n. supraquiasmatico en
mamiferos (Moore, 1983))

Algunos autores como Pittendrigh, C.S. y J. Aschoff se refieren a reio)
bioldgico como estructuras orgdnicas que funcionarian como marcapasos (én(idad
focalizable y funcional capaz de generar oscilaciones autosostenidas y de acoplar los
distintos ritmos) capaces de imponer periodo y fase a [os procesos organicos y ofros
autores como . Halberg, o definen como el resultado de (a interaccion do miltiples
procesos fisioldgicos oscilatorios, en donde la participacion de estructuras
especificas se limita al ajuste de fase entre los diversos procesos (Aguilar-Roblero,
1993).

El concepto def “origen enddgeno” de la ritmicidad bioldgica esta basado en la
obtencién de esta ritmicidad en condiciones tipicas de aislamiento de sefales
ambientales temporales, la ritmicidad bioldgica persiste con una ligera pero
significativa variacion en el periodo que [a caracteriza, esta variacién de las 24 horas
en ef periodo de la oscilacidn indica que el ritmo observado no depende de
fenémenos geofisicos ciclicos sino que el ritmo que emerge bajo condiciones
constantes puede refisjar {a conducta del reloj circédico bajo estudio.

Esta caracleristica asencial de los organismos de ser capaz de mantener la
ritmicidad circadica aun en ausencia de sefiales externas periddicas es el fendémeno
conacido como “ritmo en Oscilacién Espontédnea” (Free Running), fo anterior sugiere
Ja naturaleza endégena del oscilador bioldgico (Halberg, 1969).  ( Figura 1)

Tau (1) representa el periodo endégeno del marcapaso (periodo- Es el tiempo
requerido para completar un ciclo, Menaker, 1969); éste presenta pequerias

variaciones entre fos individuos (intraindividual) de una especie pero presenta
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FIGURA 1 Representz}cién grdfica de un ritmo circadico de actividad locomotora
on hdmster en oscilacion espontanea Y posteriormen\e on condiciones de
sincronizacién.



diferencias  significalivas con respeclo a individuos de olras especies
(intraespecifico), de tal forma que para cada especie podemas determinar un periodo
caracteristico, lo cual indica que Tau depende de la informacion genélica.

Tau, a su vez, esta compuasto por dos fracciones; un perfodo de actividad
flamado alfa y un periodo de reposo llamado rho. Alfa representa el intervalo (de
tiempo) que sucede entre el inicio y el término de la actividad bajo estudio, a su vez
rho representa el intervalo de la fraccion de reposo o ausencia de la aclividad en
esludiq. de modo que tau=alfa+rho (u+p=1). (Figura 2)

Los ritmos circadicos en oscilacion espontanea normalmente persisten por
largos periodos de tiempo en un ambiente libre de sefales ambientales, sin embargo
no todos los ritmos circadicos persisten por largos periodos de tiempo en condiciones
constantes, algunos ritmos se atenuan después de pocos dias o semanas,
especialmente en luz continua,

Los relojes circddicos en oscilacion espontdnea varian en su uniformidad
(estabilidad de su periodo), algunos presenlan una precision impresionante y olros
presentan periodos menos estables que se desvian con el tiempo (Enright, 1980). La
medida de la uniformidad de un ritmo circadico no es la misma que la uniformidad del
reloj que lo transmite, asi el periodo del reloj (tau-c) es cerca de dos veces mas
uniforme que el periodo del ritino (tau-r) que transmite; esta uniformidad diaria ha
sido engrandecida por la evolucidn de mecanismos de compensacioén para cambios
en la temperatura ambiental, el cual consiste en que tau se mantiene relativamente
constante aun a pesar de las variaciones de temperatura capaces de afectar la
cinélica de los procesos enzimaticos (Pittendrigh y Cols., 1973; Pittendrigh y
Takamura, 1987, Pittendrigh y Cols., 1991).

Ademads los productos de otras estructuras del organismo (glandula-hormona)

pueden afectar a los ritmos biologicos (McEachron y Schull, 1993).
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FIGURA 2 El periodo (1) enddgeno del marcapaso estd compuesto por dos
tracciones, una de actividad lamada alifa (a) y una de reposo flamada rho (p); en fa
parte superior se observa un ritmo circadico de actividad locomotora en hamster
sincronizado a un ciclo L:0, en donde se puede evindenciar la fraccion de actividad
y de reposo, en la parte inferior un ritmo circddico de ingesta de agua en rata en
corrimiento esponténeo, en donde se puede distinguir ambas fracciones.



El periodo enddgeno depende de las condiciones de iluminacion ambiental y
se resume su respuesta en las reglas de Aschoff.

Tau puede recibir influencia de periodos previos de sincronizacion y de las
horas de luz en un ciclo luz/obscuridad por varios ciclos subsecuentes, en un
fendmeno conocido como secuelas de sincronizacion (Afler Effects), estas secuelas
de sincronizacion indican que eventos que imponen un periodo sobre el roloj
circadico alteran las propiedades del roeloj y los efectos residuales del periodo

impuesto permanecen por varios ciclos (Pittendrigh y Daan, 1976 ).

En condiciones naturales el ambiente geofisico presenta diversas variaciones

ciclicas por 1o que la ritmicidad biclogica no manifiesta su periodo en oscilacion
espontanea sino que presenta una estrecha relacion temporal con éstos, la cual se
manifiesta en forma mas notable en el periodo de la ritmicidad bioldgica y en su
relacion de fase con los ciclos ambientales. A este fenémeno se le denomina
sincronizacion.

La capacidad de los ritmos circadicos a ser sincronizados, se refiere a la
condicion en la cual el periodo (tau) y la fase (phi) del reloj bioldgico se ajustan al
periodo (T)y la fase del estimulo ciclico externo, (donde t*=T).

Una de las funciones mas importantes del sistema circadico es asegurar que
las conductas y el medio interno se ajusten apropiadamente con respecto a los
eventos diarios en el ambiente, muchas especies adoptan un nicho temporal que se
complementa a su nicho espacial, de este modo los mamiferos pueden ser nocturnos,
diurnos o crepusculares o bien pueden confinar su actividad a tiempos limitados,
estas relaciones entre los ritmos circadicos y las seiiales temporales ambientales
probablemente maximize la supervivencia de cada especie a su mundo, dado que la

disposicion de alimento y la actividad de los predadores son tambien ciclicas



(DeCoursey, 1989)

Estudios de aislamiento temporal riguroso indicaron que solo ciertas variables
ambientales son capaces de actuar como senales temporales. En 1951 Aschoff
acuiié el término Zeitgeber del alemén "Dador de tiempa", el cual describe un ciclo
ambiental periodico (Griffiths, 1986).

En los mamiferos la primera exposicion a un ambiente ciclico es en el Utwro; la
concentracion de nutrimentos y hormonas que cruzan por |a placenta al torrente
sanguineo del feto reflejan la ritmicidad circédica de la madre, ésta aparentemente es
una fuerle seial que sincroniza el reloj bioldgico del feto (Reppert,1979). El ciclo luz-
obscuridad es el estimulo ambiental que comuinmente puede sincronizar a los ritmos
circadianos en tadas las especies de mamiferos, tanto nocturnas como diurnas, (sélo
an el humanao su efecta es controversial (Czeisler, 1981), debido a su estabilidad en
el periodo y fase, lo que lo hace mds predecible y se considera la principal sefal de
sincronizacion. Sin embargo, estos pueden ser sincronizados por otros estimulos
(secundarios) como la temperatura, los campos electrostaticos, la presion ambiental,
el sonido, la disponibilidad de alimento (Richter 1922, Krieger,1974) y las seriales
sociales, aln en la presencia del ciclo L/O (Moore, 1980). Estos estimulos pueden
preservar la funcién circadiana aun después de la ablacién del reloj bioldgico, o sea
el nuicleo supraquiasmatico { NSQ ) en roedores (Moore, 1983).

Para demoslrar que la oscilacion de una variable ambiental actda como una
senal temporal al sistema circadico, dabe presentar las siguientes caracleristicas:

1)----Que el periodo del ritmo en oscilacién espontdnea sea el mismo antes y
después de ser expuesto a la sefial temporal,

2)----E| periodo del ritmo circadico se ejuste al periodo del ciclo ambiental.

3)----Que se establezca y se mantenga una relacién de fase estable entre el ritmo

y el Zeitgeber.
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4)----Cuando la sefal temporal sea removida el ntmo iicie su oscilacion
espontanea en la fase determinada por el ciclo ambiental y no por el ritmo previo a la
sincronizacion.

El ajuste de lau solo es posible dentro de ciertos limiles de frecuencia del
periodo del Zeitgeber (T). Estos limites conforman el rango de sincronizacion para el
marcapaso circadico (menos de 21 hrs. 0 mas grande de 28 frs.) y sdlo cuando el
periodo de la seial temporal se encuentra dentro del rango de sincronizacion es
cuando la sefal puede ser efecliva (Pittendrigh y Calderola, 1973; Pittendrigh y
Minis, 1972), este efacto se incrementa cuando se aumenta la potencia del
sincronizador, esta potancia afecta a la ritmicidad en tres parametros: a) la velocidad
de los cambios de fase, b) la estabilidad del control de la fase y ¢) el rango de
sincronizacion.

La relacion de fase estable manlenida entre el Zeitgeber y un ritmo circadico
as dependiente del periodo del Zaitgeber y del pariodo natural del marcapaso que
transmite el ritmo (Winfree, 1977); esta raelacion es definida en términos de diferencia
en tiempo (hrs.) o en términos de diferencia en angulo de fase (grados) entre la
refarencia de fase de las dos oscilaciones, la referencia de fasae pueda ser el inicio de
la luz en un ciclo luz-obscuridad o el inicio de la fraccién de actividad (ct 12) en un
ritmo en oscilacion espontdnea. (Fig, 3)

Cuando se estudian simultdneamente el comportamiento de mds de un
sistema afector ante un estimulo sincronizador se puede observar qua unos ritmos sa
sincronizan mientras que otros presentan oscilacién espontinea, a este fendémeno se
le denomina sincronizacion parcial o cuando se estudian los valores extremos del
rango de sincronizacion, ta misma se vuelve inestable y se observan fluctuaciones

del periodo. a esle fer.>meno se le denomina sincronizacion relativa.
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FIGURA 3 Representacion grafica de un ritmo en donde se ha remarcado las
principales caracteristicas de la oscilacién, como es la amplitud, el periodo, la fase y
la relacion de fase que pueda existir con otra oscilacion,



En algunos casos una sefial ambiental no es lo suficientemente fuerte como
para sincronizar un ritmo circadico pero puede ejercer algun control sobre la fase. La
relacion de fase entre el Zeitgeber y el marcapaso es dependiante de la fuerza de
acoplamiento entre el Zeitgeber y el marcapaso. La fuerza de acoplamiento depende
de la fuerza del Zeilgeber y la sensibilidad del marcapaso a su Zeitgeber. Con
algunos Zeilgebers, ciertas especies, el acoplamiento es muy fuerte y se establece
un estrecho control de fase sobre el sistema circadico, en otros casos la fuerza de
acoplamiento es muy débil y el zeitgeber puede modular el perfodo del ritmo en
oscilacion espontanea solo en ciertas fases, eslo produce el patrén de coordinacion
relativa.

L.os estimulos sincronizadores pueden afectar al organismo sin necesidad de
actuar sobre los asciladores bioldgicos, en estas circunstancias el estimulo actuaria
directamente sobre los sistemas efectores de la ritmicidad, a esle fendmeno se le
llané enmascaramiento. La principal caracteristica de este fenémeno es que el
estimulo ambiental no afecta ni al periodo ni a la fase del osciladar biolégico.

Debido a esta capacidad de sincronizacion los ritmos circadianas en oscilacion
espontdnea pueden sufrir  adelantos o retrasos en su ocurrencia, los cuales son
inducidos por la estimulacion con pulsos de diversa indole. Dichos avances y
retrasos son llamados cambios de fase. Un cambio de fase es el simple
desplazamiento en la ocurrencia de una oscilacion sin que ésta cambie sus
caractarlsticas de perlodo y amplitud. Cuando esto ocurre, la fase del ritmo enddgeno
se ajusta progresivamente pardiéndose asi |a relacion de fase constante entre ambos
fendmenos, los ciclos durante los cuales ocurre el gjuste de fase al nuevo estlmulo se
les denomina ciclos transitorios. EI nimero de transitorios necesarios para alcanzar
una relacidn de fase constante entre el ritmo manifiesto v el sincronizador se le llama
velocidad aparente de sincronizacion y depende de la direccion de los ajustes de

fase y del largo del perfodo endégenc del oscilador (Pittendrigh y Daan, 1976).
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L.a magmitud y direceidn de los cambios de fase es dependiente del momento
en que s presenta el estimulo con respecto a la oscilacion en estudio, su
representacion grafica se denomina curva de respuesta de fase (PRC). En dicha
curva cuando a un animal nocturno se le presentan pulsos de luz al inicio del periodo
de aclividad (noche subjetiva temprana) se observa un retraso de fase, si el estimulo
se aplica al final del periodo de actividad (noche subjetiva tardia) o al principio del
dia subjetivo se observa un avance de fase. Durante el resto de la fase de inactividad
(dia subjetivo) los pulsos de luz no tienen efectos y a esta region se le denomina
zona muerta. Durante un avance de fase los animales tienen un periodo mayor de 24
horas y durante un retraso tiene un periode menor de 24 horas (Meijer y Rietveld,
1989). En la PRC se grafica en la ordenada la fase del ciclo circadico en 1a que se
presenta el estimulo y en la abscisa la magnitud del cambio de fase observado en el
ritmo una vez alcanzado el estado estable, la fase del estimulo se expresa en horas
circadicas y los cambios de fase del ritmo en estudio pueden ser gratificados como
avances y retrasos (horas). EI descubrimiento de las caracteristicas de respuesta de
fase del sistema circadico ha contribuido al conocimiento de como los ciclos luz-
obscuridad (y otros Zeitgebers) sincronizan a un marcapaso circadico, es decir los
pulsos de luz son efeclivos debido a que las transiciones luz-obscuridad y
obscuridad-luz son reconocidas como una de las mayores caracteristicas de la
sincronizacion, ademas el efecto neto de los avances y retrasos de fase deben ser
suficientes para ajustar el periodo enddgeno a 24 horas y de este modo asegurar la
sincronizacion a un ciclo dia-noche de 24 horas (Pittendrigh, 1979).

Las caracteristicas generales de la PRC son similares en lodas las especies y
las diferencias consisten en la forma de fa onda, en la amplitud y en el balance

relativo entre avances y retrasos de fase.



Cuando un fotoperiodo completo de sincronizacion se sustituye por dos pulsos
discretos de luz presentados en las fases de transicion de iluminacion {encendido y
apagado de la luz) se le denomina fotoperiodo esqueleto (Pittendngh y Minis, 1964).

Existen dos modelos de sintronizacion, la sincronizacion paramétrica en la
que se propone que el estimulo ambiental afecta de manera continua la velcidad
angular del marcapaso, y la sincronizacion no paramétrica en la que solo se afecta la
fase del oscilador en las transiciones del inicio y fin del estimulo, sin embargo parece
ser que tanto mecanismos parametricos como no parameétricos parecen coexistir en
los organismos

Es remarcable que muchas propiedades de la sincronizacion a un ciclo luz-
obscuridad natural puedan ser mimetizadas por simples pulsos de luz, sin embargo el
fotoperiodo completo sirve para modular el proceso de sincronizacion, estabilizarlo y

conservar la relacion de fase del ritmo del animal a su ambiente.

Es posible suponer que aunque la capacidad de presentar oscilaciones sea

inherente a la funcidn celular individual en organismos complejos, exista un
mecanismo o un sistema cronométrico especializado en generar y reqular las
funciones implicitas en el concepto de reloj bioldgico.

El sistema fisiologico responsable de mediar a la ritmicidad circadica se le
denomina sistema circadico, y estd compussto por tres componentes principales a
saber: (Figura 4)

I) Uno o varios relojes bioldgicos capaces de gencrar oscilaciones autosostenidas
(Eskin, 1979; Otto Friesen y Cals., 1993).
Il) Vias aferentes que transmiten la informacion temporal acerca del ambiente externo

(Rusak, 1979).
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FIGURA 4 El sistema circddico esta compuesto por: Los transductores de la
informacion luminosa. las vias aferentes que median el praceso de sincronizacidn,
uno o varios osciladores y las vias eferentes que transmiten la informacién temporal a
los efectores.



IMVias eferentes que transmiten la oscilacion & [as estiucturas responsablaes de (s
axpresion de los ritmos (Takahashi y Zatz, 1982; Schwartz, 1993)

Como se menciono anteriormente, el relo) bioldgico, es la parte del sistema
circadico que liene la capacidad de generar una oscilacion usada por el animal para
medir el tiempo aun en ausencia de aferentes ciclicas ambientales. Una caracteristica
importante que deben presentar las estructuras que pueden funcionar como reloj
bioldgico es que éstas sean focalizables, es decir, que porciones restringidas del
sistema nervioso o nauroendderino exhiban periodicidad circddica in vitro y qua
dichas estrucluras puedan tener una imporancia relevante en la maedicion del
tiempo. Se han identificado distintas estrucluras en diversas especies las cuales
podrian funcionar como osciladores tales como la retina de anfibios y de algunos
moluscos, el gangiio de los insectos, la pineal de aves y en los mamiferos, en
especial los roedores, el NSQ se considera el oscilador principal ( Block y Cols.,
1893; Rusak y Zucker, 1979; Block y Page, 1978; Jacklet, 1985; Binkiay, 1993, Mifler,
1993).

Con respecto al NSQ la Issién electrolitica de este nucleo y no de ofras
astructuras cerebrales, elimina diferentes ritmos circddicos conductuales, snddcrinos
y tnetabadlicos (Moore y Eicler, 1972; Stephan y Zucker, 1972; Van Den Pool y Powael,
1979 y Pickard y Turek, 1982b ), bajo condiciones de oscilacidn espontanea y de
sincronizacion, en una variedad de especies de mamiferos incluyendo primates.

Ademas el NSQ presenta ritmos circadicos de actividad eléctrica { Groos y
Mason, 1978; Groos y Hendriks, 1982; Groos y Cols, 1983, Green y Guillets, 1982,
Inouye y Kawamura, 1979; 1982) y de captura de 2-deoxigiucosa “in vitro" e “in situ” (
Schwartz y Gainer, 1977, Schwartz y Cols, 1980; Schwartz y Cols, 1983; Newman y
Hospod, 1986 ) en diferentes especies (Weaver y Repped, 1987, Schwartz y Cols,
1983; Schwartz y Crosby, 1985).
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Los niveles de vasopresina muestran pronunciadas fluctuaciones diurnas en el
liquido cefeloraquideo (LCR) y no en ¢l tarrente sanguineo (Reppert y Cols, 1981),
esta ritmo es detectadn en una gran variedad de aespecies de mamiferos; es
circadico en naturaleza y su fase es sincronizada al ciclo L:Q, es decir persiste en
condiciones constantes y rasponde a los cambios de fase de la iluminacion con un
cambio de fase (Reppert y Schwarlz, 1990; Schwartz y Cols., 1983), asi como la
lesion de ¢l NSQ ocasiona la pérdida de este ritmo (Jolkkonen y Cols., 1988)

Una de las aproximaciones al estudio de las relaciones estructura-funcidn
dentro del sistema nervioso central ha involucrado el uso de los transplantes de tejido
fetal de regiones cerebrales especificas en animales adultos con el fin de restaurar
una actividad neuronal (Bjorklund y Stenevi, 1985; Gash y Sladek, 1984; Perlow,
1979). Los transplantes de NSQ fetal a sujetos arritmicos inducen la recuperacion
funcional de diferentes conductas ritmicas (Drucker-Colin y Cols, 1984; Sawaki y
Cols, 1984; Ralph y Lehman, 1992; De Coursey, 1989; Ralph y Lehman, 1990 y
Aguilar-Roblero y Cols, 1992a; Boer y Griffioen, 1992; LeSauter y Silver, 1994) bajo
ciclos de iluminacién L:0 12:12 y en condiciones de obscuridad continua (Aguilar-
Roblero y Cols.,, 1986). Sin embargo, la evidencia que sustente que sl NSQ es el
marcapaso circadico requiere que las carecteristicas propias de un ritmo, el periodo,
la fase y la PRC, sean transplantables; el descubrimiento de un héamster dorado,
mutante de periodo corto (Ralph y Menaker, 1988) llamado Tau, ha permitido explorar
esta pregunta, realizando transplantes entre hdmster de periodo normal y animales
Tau, 58 encontr6 que el periodo del ritmo restaurado siempra reflejaba el genotipo del
tejido donador (Ralph y Cols, 1988,1990); Davis (1989) reportd que la fase dei ritmo
restaurado usando donadores fetalas, es la de la madre sincronizada a un ciclo L:0,
esto sugiere que la fase del ritmo fetal es conservada durante el transplanto y en el

intervalo de recuperacion.
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Los transplanies con NSQ desarrollan las caracterislicas ciloldgicas vy
neuroquimicas propias de &, éslos prasentan grupos de neuronas y piexos de fibras
de neuropéplidos caracleristicos dal NSQ {De Coursey y Buggy, 1989, Aguilar-
Roblero y Cols., 1992a y 1992b; Lehman y Cols., 1987) en una organizacion idéntica
a la vista en el NSQ intacto, también retiene ia capacidad de restaurar la funcion de
reloj circadico, es decir de generar rilmos enddgenos de aclividad secretora (Earnest
y Cols., 1989), de aclividad locomotora (De Coursay y Buggy, 1988) y de ingesta de
agua (Aguilar-Roblero y Cols.,, 1992b); ademas el NSQ transplantado presenta
actividad metabalica (2-DG) y eléclrica propias del NSQ inlacto.

La evidencia anlerior sugiere que el NSQ funciona como el marcapaso
circadico principal del SNC, ademas sugiere un sistema circadico monoscilador
(Rusak, 1989; Turek, 1985).

Sin embargo, olros nicleos hipotalamicos como el niclec ventromedial o ol
érea lateral hipotaldmica pueden contener osciladores atenuados que no manifiastan
su funcion de manera significativa en los organismos intaclos pero serian capaces de
mantener una funcion circadica minima despues de la lesion del NSQ (Moore, 1983).
Aunqus estos osciladores no son capaces de funcionar como el marcapaso principal,
en animales intactos, podrien funcionar ajustando la fase de un ritmo fisioldgico
particutar (Meneker, 1978). Ademas existe evidencia que indica la persistancia de
ritmos en oscilecidn espontdnea y en sincronizacion que persisten aun después de la
destruccion total del NSQ, sin embargo estos no persisten por prolongados periodos
bajo condiciones constantes (Kittrell, 1991; Mistiberger y Rusak, 1988; Turek, 1985).

La aparicién de ritmos ultradianos después de la lesion det NSQ, sugiere la
existencia de otros osciladores fuera del NSQ, los cuales son normalmente acoplados
por el NSQ, acoplamiento que se hace inestable después de la lesién del mismo,
ademdas |a presencia de proyecciones retinales a regiones hipotalamicas fuera del

NSQ indica que la informacion fética puede influir sobre otras areas del hipotdlamo
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(Card y Moore, 1984). La actividad anticipatoria asociada con af alimento (Mistiberger
y Rusak, 1988, Mistiberger, 1994) podria involucrar un mecanismo oscifatorio
circadico, ya que la respuesta no ocurre cuando el alimento es presentado a
intervatos menores o mayores de las 24 hrs. (Slephan, 1981), eslos osciladaras
pueden estar fuera del NSQ, ya que Ia presentacion del alimento puede sincronizar
los ritmos en ratas con lesion del NSQ, ademds estudios en humanos indican que
diferentes ritmos cireddicos pueden ser controlados por diferentes marcapasos (
Weaver, 1986). Esto sugiere una organizacion multioscilatoria de los ritmos
circadicas en mamiferos (Moore-Ede y Cols., 1976, Moore-Ede, 1983, Rosenwasser y
Adler, 1986), idea que es corroborada por los fendmenos de particion (Splitting) en
distintas especies de vertebrados, las cuales incluyen hamsters, ratas, primates,
ratones, etc. (Pittendrigh y Dan, 1976;Rosenwasser y Adler, 1986; Turek, 1993 )y la
desincronizacion interna en humanos ( Eastman, 1984; Aschoff y Wever, 1986). La
etiologla del splitting parece que involucra osciladores dentro del NSQ, ya que la
lesion de un NSQ puede abolir el splitting (Pickard y Turek, 1982), sin embargo la
creencia de que el splilling es debido solamenle a que cada NSQ aclia
independiente no es tan cierta, ya que se ha observado en hamster splitting con un
solo NSQ (Davis y Gorski, 1984); esle fenomeno parece ser caracteristico de la
estructura interna del sistema circédico central en el NSQ. Recientes estudios indican
que la actividad eléctrica deniro del NSQ de animales con actividad focomolora en
Splitting musstran una frecuencia de disparé bimodal in vitro (Ziomanczuk y Cols.,
1991). El hecho de que un soto NSQ sea capaz de mantener por si mismo una
rilmicidad circddica (Pickard y Turek, 1983}, en rebanadas hipolalémicas, las cuales
contienen solo una porcion del NSQ contindan mostrando una rifmicidad in vitro
(Guillette,1991), ademas que las lesiones de diferantes regiones del NSQ, el tejido
restante mantiene la ritmicidad narmal (Pickard y Turek, 1883); esto sugiere que

cada NSQ podria contener osciladores circadicos simples o que cada NSQ esta
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organizado dentro de un complejo oscilatorin compuesto de muchas unidades
De este  modo, los ritmos circadianos resultarian de la interaccidon de

poblaciones de varios osciladores acoplados (Rusak, 1979).
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L.os estudios experimentales sobre el ciclo sueno-vigilia en ratas adultas han

mostrado que Ia desnutricion ocasiona una reduccion del suerio de ondas lentas
(SOL) y del sueio de movimientos oculares rapidos (MOR), asi como un incremento
en lavigilia (Forbes y Cols, 1977); en nifos desnutridos se han reportado hallazgos
similares (Drucker-Coliny Cols, 1976).

En la rata, la privacion sensorial y nutricional incrementa la duracion media del
MOR unicamente durante el dia y disminuye la duracion de Ia vigilia y el SOL duranle
la noche (Salas y Cols, 1983); lo anterior sugiere alteraciones de la regulacion
circadica del sueio.

En un estudio reciente en el que se analizd la ritmicidad circadica del ciclo
sueno-vigilia se pudo conslatar que la desnulricion cronica interfiere de forma
importante en los procesos de control de! ciclo suefo-vigilia y probablemente en su
ritmicidad circadica (Cinlra y Cols, 1988), durante la fase de reposo en 00yenlLO
el sueio MOR se incremenld en forma significativa. Bajo un ciclo 1.:0 aumenlo el
SOL y disminuyd la vigilia, la amplitud promedio de 24 hrs. fue mayor en los sujetos
desnutridos que en los control, el periodo del ritmo mostrd mayor variabilidad.

Recienlemente, un estudio reportd que en sujetos desnutridos el NSQ, el
substralo anatémico de la generacidn de los ritmos circadicos en mamiferos,
presenlaba alteraciones morfologicas en algunos tipos celulares del mismo,
principalmenle se presentaba una reduccion del lamano somalico de las células del
NSQ; ésto sugiere que las alleraciones circadicas que suceden en el ciclo suefio-
vigilia pueden tener un subslrato anatomico en las alleraciones antes mencionadas
(Cintray Cols., 1994).

Sin embargo, el ciclo sueiio-vigilia es un paradigma técnicamenle dificil para
estudiar el efecto de la desnutricion proleinica sobre la conducta circadica, ya que no

@s posible registrar al sujeto por largos periodos de tiempo



Sin embargo, al ciclo suedo-vigilia es un paradigma tecnicamente dificil para
estudiar el efecto de la desnutricion proteinica sobre la conducta circadica, ya que no
as posible registrar at sujeto por larges periodos de tiempo.

Es por eslo qus el objetivo del presente estudio fue el de analizar los efectos
de la desnutricidn proteinica sobre los ritmos circadicos a travéds del esludio de la
ingesia de agua en ralas. Este modelo nos permite por una paste poder realizar el
regisiro conductual en forma continua por largos intervalos de tiempo y el analisis dal
mismo, nos permite caraclerizar a las fases de aclividad y reposo de un ciclo
circadico. Al mismo tiempo, podemos caracterizar la ritmicidad circadica y podemos
manejar y controlar las distintas variables experimentales como son: La temperatura,

iluminacién y alimentacidn ( dieta).
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...... <oDeterminar el efecto de la malnutricion proteica implantada pre y

postnatalimente sobre el ritmo circadico de ingesta de agua en ratas,

i ]

1} Determinar el efecto de la malnutricidn proteica sobre la ontogenia del ritmo

circadico de ingesta da agua.

}) Determinar el efecto de la malnutricidn proteica sobre la arquitectura del

ritmo de ingesta de agua en condiciones de sincronizacian.

H1) Determinar el efecto de la malnutricidn proteica sobre la arquitectura del

ritmo circadico de ingesta de agua en condiciones constantes.

V) Determinar el efecto de la malnutricion proleica sobre la sincronizacion del

ritmo circadico de ingesta de agua.
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ANIMALES Y CONDICIONES GENERALES:

Se usaron ratas de la cepa Sprague-Dawley de ambos sexos para todas tas
etapas del experimento; los animales se mantuvieron bajo un ciclo de iluminacion de
12 hrs de luz y 12 hrs de obscuridad (las fuces se encendian a las 8 am..con una
intensidad de 400 lux) al inicio del experimento, posieriormente se colocarén bajo
condiciones de obscuridad continua. lLos cuartos de animales estuvierdn
sonoamortiguados vy la temperatura se mantuvd entre los 20y 22 °C. La comida y el
agua estuvierdn disponibles en forma continua. Las jaulas de animales se limpiaban

cada tercer dia y se cambiaban cada semana.

DIETA Y MODELO DE DESNUTRICION

El disefio experimental requirid de dos dietas isocaldricas elaboradas por la
compaifa Teklad,(Madison, Wisconsin 53711), que diferfan exclusivamente en el
porcentaje de caseina que contenian, 25% en la dieta normal (Grupo control) y 6% en
la dieta hipoproteinica (Grupo experimental). Ambas dietas se administraban en
forma de pastillas codificadas con diferente color.

Se emplearon 40 ratas hembras con un peso de 200-300 gr y 10 machos cuya
adad fluctuaba entre fos 90 y 100 dias, los cuales fueron asignados al azar para
integrar al grupo conlrol o al experimental, para el apareamiento se utilizaron 4
hembras, las cuales fueron colocadas con un macho hasta que se apareaban. Los
machos seleccionados para aparearse con las hembras consumieron una semana

antes la dieta semejante a la suministrada a las hembras del lote correspondiente



(25% - 6% de caseina). Las hembras prefadas fueron separadas en cajas
individuales. El procedimiento de obtencion de sujetos experimentales consistio en
dividir en dos lotes al azar el nimero total de hembras prenadas. (n=10) de modo que
cada lote de hembras se alimentd con una dieta experimental distinta durante un
pariodo que abarco cinco semanas antes del apareamiento, durante a gestacion y la
laclancia. Las camadas fueron estandarizadas a 8 neonatos el dia de nacimiento.

Al destete las crias se alimenlaron con las dietas raspectivas a la camada de origen.
De tal modo que se cubrid la etapa prenalal y postnalal del desarrollo con la misma

dieta.

REGISTRO CONDUCTUAL

A los 30 dias de edad, (10 dias después del destete) los sujetos fueron
colocados en cajas individuales de plastico transparente (50x30x35 cm) donde se
monitorao su ingesta de agua en forma continua por un periodo de 6 a 10 meses bajo
diferentas condiciones de iluminacién. Las cajas tenian una placa de aluminio en el
piso. Justo por encima de la placa se colocd una bolella con agua con un bebedero
de acero inoxidable cubisrto con un tubo de plastico que sobresalié 2mm dei orificio
de salida del mismo. Para que el sujeto bebiera el agua fue necesario que se parara
sobre la placa del piso e introdujera la lengua un par de milimetros dentro del plastico
protector, esto garantizaba que la rata solo hiciera conlacto con el bebedero cuando
tomaba agua y no al realizar otras actividades. La placa y el bebedero se
conectaban a un sensor, el cual cada vez que la rata tocaba el bebedero cerraba un
circuito, lo que generaba una sefial eléctrica. Esta ultima era detectada y colectada
en una computadora Apple lig; la cual almacenaba la informacion cada 30 segundos,
la que posteriormente era compactada en archivos de 15 min; la informacion se

almacend en discos flexibles.
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Los datos asi obtenidas fueron wlilizados para su postenor graficacion y
analisis estadistico en un computadora PC-486G Inicialmente los datos se graficaban
como actogramas daobles. £l actograma es un tipo de graficacion que consiste de
una serie de histogramas individuales ordenados secuencialmente, cada histograma
representa en las abscisas los intervalos de tiempo de registro en que s dividio un
dia y en las ordenadas la intensidad de la variable estudiada, asi como los distintos
dias de registro arreglados a manera de renglon. A pantir del analisis visual y grafico
de los actogramas se obtuvo el valor del periodo (Tau), del ajuste de fase (Phi), de la
fraccién de actividad (Alfa) y de la de reposo (Rho). El andlisis del periodo puede ser
realizado de varias formas, si hay un punto de referencia identificable (CT12) se
puede utilizar la estimacion grafica del periodo y la fase, la cual consiste en una
regresion lineal de varios puntos de referencia y el valor de la pendiente resullante
sera el valor del periodo.

Posteriormente, los datos se analizaron por la transformada rapida de Fourier
para delerminar su densidad espectral y ademds se realizo el andlisis de
periodograma de x2. El periodograma y la densidad espectral, son lécnicas
matemdticas que nos permiten estimar el periodo de los componentes responsables

de la periodicidad de un fendmeno oscilatorio.
CONDICIONES DE ILUMINACION

Los animales de ambos grupos nutricionales fueron monitoreados bajo las
mismas condiciones de iluminacién de manera simultanea, 1) luz-obscuridad (12:12,
400 lux), 2) obscuridad continua (luz raja tenue, 50 lux) y 3) fotoperiodo esquelsto de

dos pulsos de luz a intervalos de 12 horas (30 minutos, 400 lux).



El fatoperiado esqueleto cansiste en colocar al sujeto en abscuridad continua y
aplicarle dos pulsas breves de luz por ciclo, estos simulan la accian del foloperiado
complelo, la duracidn del foloperiodo esqueleto es al intervalo entre @l inicio de un
puiso y el final del segundo, la distincion entre ellos cansiste en cual de los dos
pulsos en cada ciclo de 24 hrs. es tomado por el marcapaso como la senal final del

fotopsnioda (Pittendrigh y Daan, 1976, Pittendrigh y Minis, 1964)

DISENO EXPERIMENTAL

EXPERIMENTO 1---- Para el experimento uno se utilizaron 46 animales de
ambos sexos y de ambos grupas nutricionales; 10s sujetos se calocaron bajo registyo
a los 30 dias de edad y se les monitored la conducta de ingesta de agua de manera
continua por un periodo de 120 dias bajo un ciclo luz-abscuridad 12:12. Los datos
fueron graficados en actogramas dobles, los cuales se analizardn visualments,
posteriormente fueron analizados para determinar los pardmelros de arquitectura def
fitmo de ingesta de agua (alfa, rho, angulo de fase y periodo), finalmente se analizo
el periodo por medio da la densidad especlral y dsl periodograma X2 a fas edades de
30, 90 y 120 dias.

EXPERIMENTO 2--- Para el experimento dos se utilizaron ralas de ambos
sexos y de ambas condiciones nutricionales bajo condiciones constantes. Ef estudio
inicié cuando un ciclo tuz-obscuridad era cambiado a obscuridad continua y el
registro continuaba por un periodo de 45 dias, al final del mismo ef periodo endogeno
{tau) se evalud por el método gréfico y estadistico utilizadas por ef experimento uno.
(El procedimiento grafico consistid en regresiones lineales del inicio de alfa en
bloques de 10 dias conseculivos, el pariodo endogeno correspondia a la pendiente

de la linea trazada )




EXPERIMENTO 3--- Enel expenmento 3 se wtilizaron ratas de ambos sexos
y de ambas condiciones nutricionales; al experimento inicio cuando un previo ciclo de
obscuridad continua fue cambiado a un ciclo tuz-obscuridad (12:12) durante 30 dias,
el analisis del curso temporal de la sincronizacion al fotoperiodo completo consistio
en evaluar el numero de transitorios que tarda el sujeto en sincronizarse a un nuevo
foloperiodo, se considerd a un sujeto sincronizado cuando la actividad muestra un
periodo de 24 horas con un dngulo de fase constante entre el inicio de la actividad y
el periodo de obscuridad mantenida durante dias conseculivos,

EXPERIMENTO 4--- Finalmente en el experimento 4 se procedid a colocar
algunos sujetos a un fotoperiodo esqueleto que consistia de 30 minutos de luz cada
12 horas ( la luz se encendia a las 8:00 y a las 20:00 hes., 400 lux); las latencias de
sincronizacion al fotoperiodo esqueleto fueron computadas como en el experimento

anterior.

ANALISIS.

Los parametros de arquitectura del ritmo de ingesla de agua registrados bajo
un ciclo luz-obscuridad se estimaron por la siguiente técnica, se analizaron bloques
de 10 dias a los 30, 90 y 130 dias de registro y se procedio a determinar para cada
bloque: 1) La fase promedio del inicio de la fraccidn de actividad de cada ciclo (Alfa),
la cual es en la gran mayoria de los registros un marcador altamente preciso de la
ritmicidad; 2) La fase promedio del inicio de la fraccion de reposo (Rho); 3) A partir de
dichos valores se determind la duracién de los periodos de reposo y de actividad
para cada ciclo, estos parametros se denominan « y p respectivamente; 4) El valor de
tau se obtuvo de acuerdo a la formula: (alfa + Rho = Tau); 5) El &ngulo de fase de
alfa y de rho con respecto al momento en que se apagan las luces y G) Ademds se
realiz |a estadistica descriptiva para cada uno de los parametros del ritmo circadico

de ingesta de agua en los bloques del registro antes mencionados. Es dedir, la

19



duracion promedio de los segmentos de actividad y de reposo, el penodo del ciclo
(tau) y la fase del inicio de la aclividad, estos parametras se denominan alfa, rho, tay,
phi, asi como su variabilidad (a.,p,1,9)

La variacién estadislica de estos parametros puede ser usada como un
estimado de la labilidad de los ritmos circddicos. Entendiéndose esta Ultima como la
dificultad del sistema para mantener un estado estable. Esta labilidad en tau no es al
azar, si no que refleja la capacidad del marcapaso de preservar el estado estable,
caracterizado por tau, el cual puede ser susceptible a ser sincronizado por agentes
externos (Pittendrigh y Daan, 1976).

Los resuitados de estas mediciones se compararon mediante la prueba de t de
student para grupos independientes (comparacion entre grupos) y por la prueba de

andlisis de varianza. El nivel de significancia se ajustd a p <0.05.
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Este experimento se disefio con el fin de estudiar el desarrollo del ritmo de

ingesta de agua de los 30 a los 180 dias de edad, asi como la arquitectura del mismo

en ratas bajo un ciclo luz-oscuridad (12:12)

El examen visual de los sujetos control en los primeros dias de registro se
caracterizd porque la arquitectura del rilmo de ingesta de agua no estaba bien
definida, presentandose varios componentes ultradianos f{ransitorios, que
posteriormente se sincronizaban al ciclo luz:obscuridad y se compactaban en un solo
bloque de actividad, que se mantenia a (o largo de todo el registro.

La duracion de las fracciones alfa y cho del ritmo de ingesta de agua, en los
primeros dias de registro (30 dias), se caracterizd por ser muy variable entra los
sujelos y la fraccion de actividad predoming sobre la fraccion de reposo. A los 90
dias la duracién de las fracciones de aclividad y de reposo eran semejantes entre si,
aunque alfa seguia siendo ligeramenie -mayor que tho, a los 120 dias ambas
fracciones presentaban valores similares, de este modo el aspecto visual del
actograma era muy semejante al de un sujelo adulto.

El ajuste de fase en los sujetos control con ralacion al indice de fase, va siendo
cada vez mas preciso, en los primeros dias de registro los sujelos mostraban
dificultades para ajustarse a la fase del ciclo de iluminacion, en los dias posteriores
dicho ajuste fue mejorando, para que finalmente lodos los sujetos mostraran una

clara sincronizacion al ciclo L:O. (fig.5)
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El registro en los sujetos malnutridos, se caracterizo por una alta variacion
intraindividual; en los primeros dias se presentaron varios componentes an oscilacion
aspontanea los cuales no se compactaron en un solo bloque de actividad a lo largo
do todo el registro.

La fraccion de actividad predomind en estos sujetos, estando rho muy
disminuida a los 30 y 90 dias de edad. A los 120 dias de edad la mayoria de los
sujetos desnutridos presentaron la presencia de dos fracciones de actividad, en un
fenomeno parecido al de la particion en el hamster mantenido en luz continua, esla
particion se inicia a los 90 dias aproximadamente en los sujetos desnutridos, la cual
principia con la presencia de componentes transitorios con periodos ultradianos, los
cuales salen del componente principal de actividad, formando un nuevo bloque de
actividad, el cual finalmente establece una relacion de fase estable entre ellos a los
100-110 dias de edad, este fendomeno permanece por el resto del registro en L:O ( fig
6 ); en los sujetos los cuales no sufren esta particion, a esta edad (90-120 dias) el
registro es extremadamente variable, predominando fuertemente alfa sobre rho,
ademds se observa la presencia continua de componentes transitorios oscilando con
distintos periodos (fig 7).

En estos sujetos malnutridos el ajuste de fase fue muy impreciso; al inicio del
registro (30 dias) aparentemente no se ajustaba su fase a la del ciclo de iluminacion,
posteriormente a los 90 dias presentaban continuos adelantes en el angulo de fase
del inicio del alfa respecto al inicio de la obscuridad. A los 100 dias de edad los
sujetos que no sufrian particion presentaban una relacion de fase extremadamente
variable, aun mas que en edades tempranas, presentando continuos adelantos y
retrasos en el angulo da fase, sin lograr un ajuste adecuado a lo largo de todo el
registro; en los sujetos que sufrieron particion a la edad de 100-120 dias, el inicio de

alfa de uno 6 de ambas fracciones se presentaban con continuas variaciones. (fig. 6)



El andlisis de densidad espectral demostrd que los sujetos control prasentaban
un componente principal con un periodo circadico v companentes armadnicos en los
rangos ultradianos ¢ mfradianos a la edad de 30 dias, estos componentes no
circadicas fueron desapareciendo conforme avanzaba la edad y el componente
circadico ( 25.4310.83 ) fue aumentando gradualmente en amplitud {fig.8 ). En cambio
los sujetos mainutridos presentan varios componentes cercanos a las 24 horas,
ademas de componentes de gran potencia en frecuencias ultradianos e infradianos a
la edad de 30 y 90 dias, a los 120 dias el companente circadico disminuyd en
amplitud y los componentes ultradianos aumentaron en amplitud, presentandose
componentes en los valores armonicos de las 24 horas, el periodo promedio fue de
24224279 (fig. 9).

Et uso del periodograma de X2 nos permilio observar claramente la ontogenia
del ritmo circadico de ingesta de agua: los sujetos control a los 30 dias de edad
presentaron un fuerte componente circadico, sin embargo también se podian
observar otros componentes de menor amplitud en el rango ultradiano e infradiano, a
los 90 dias de edad el componente circddico aumenta en amplitud, y este sigue
siendo significativo, los componentes ultradianos desaparecen tolalimente y sélo
pueden ser observados algunos en el rango infradiano de menor amplitud, finalmente
a los 120 dias de edad el componente circadico aumenta considsrablemente su
amplitud y fos componentes ultradianos e infradianos desaparecen totalments, el
periodo promedio fue de 24.28+1.63 (fig. 10)

En cambio los sujetos malnutridos presentaron a los 30 dias de edad, en la
mayoria ds los registros, un componente .carcédico datectable con una amplitud de
refativa importancia acompanado de componentes ultradianos e infradianos, a los 90
dias segufa presentdndose este componente circadico atn con mayor amplitud que a
los 30 dias de edad, sin embargo y sobre todo los componentes ultradianos

empezaron a presentarse de manera mas evidente, a los 120 dias de edad se podia
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lacalizar facimente el componente circddico, en 1a mayaria de los casos la amplitud
de esle disminuia y aparecia olro componente en el rango ullradiano con una
amplitud considerable, esto confirmaba la particién observada en los registros
conducluales, el periodo promedio fue de 24.541092 (fig. 11).

Con el fin de tener una descripcion cuantitativa de los fendmenos antes
mencionados se procedio a analizar la arquiteclura y la labilidad de los ntmos
circadianos de fa forma descrita en la seccion de métodos.

El desarrollo de la arguitectura del ritmo (Alfa y Rho) de ingesta de agua en
sujelos control y malnutrido se presentan en la fiqura 12 para la edad de 30, 90 y
120 dias de edad. En esta grafica se observa que a los 30 dias los sujetos control
presentan valores medios de la fraccion de actividad y de reposo de 16.77+2.48
horas para alfa y de 7.21+2.33 horas para rho; a los 90 dias se observa que rho
aumenta ligeramente; siendo alfa de 14.08:2.5 horas y Rho de 8.5342.33 horas, a los
120 dias alfa presenta un valor de 13.5441.77 y rho de 10.0641.79.

Los sujelos malhutridos, en cambio, presentaron a los 30 dias la fraccion de
aclividad incrementada con respecto a la fraccion de reposo, signdo el valor medio de
alfa de 15.6712.04 horas y el de rho de 8.46+2.05 horas. A los 90 dias se observa
que alfa sigue aumentada pero sus valores disminuyeron en comparacién a los
observados a los 30 dias, siendo de 13.2843.37 horas para alfa y 10.72+3.41 horas
para tho, a fos 120 dias el valor de alfa o5 ds 6.0541.72y el de rho da 4.6641.26, Las
diferencias entre los valores de alfa entre los sujetos desnutridos y fos controfes
fueron esladisticaments significativos a los 120 dias de edad.

Con respecto at desarrollo de Tau, registrado a los 30, 90 y 120 dlas indica
que a los 30 dias los sujetos control presentaron un valor medio dal periodo de 24.13
+0.59 horas, a los 90 dias el valor medic del periodo es de 24.28+0.33 horas, y alos
120 dias de 23.22+0.24, lo que nos sugiere que los sujetos estan parcialmente

sincronizados desde los 30 dias de edad. A fos 30 dias los sujelos malnutridos
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presentaron un periodo de 24.39:10.81 horas, de 24.17:2.42 horas a los 90 dias y de
11.34:1.08 a los 120 dias lo cual nes indica trastornos en la capacidad de
sincronizacion a los 120 dias de edad (fig 13).

El desarrollo del angulo de fase para los sujetos control a los de 30 dias de
edad presenté un valor del angulo de fase de +2.7212.10 horas, a los 90 dias el
valor del dngulo de fase es de +1.4241.58 horas y a los 120 dias es de -0.1410.09.
En los sujetos malnutridos a los 30 dias el angulo de fase presenta un valor 4261+
2.58 horas mientras que a los 90 dias es de +1.6242.83 horas y a los 120 dias de 6.5
+1.03 (fig 14). Estos resultados también sugieren que la desnutricidn ocasiona una
interferencia en el proceso de sincronizacion a los 120 dias de edad (resultados
rasumidos en la tabla 1),

En general la labilidad de los pardmetros del marcapaso ha sido definida por
Pittendrigh y Dann (1976) como el equivalente a la variabilidad dia a dia de dichos
parametros. Para evaluarlos se compuld la desviacion estdndar en diez dias
consecutivos de cada pardmetro en estudio. Posteriormente se procedid a calcular
con base en dichos valores los pardmetros de estadistica descriptiva ( media y
desviacion estandar).

La labilidad de Tau a la edad de 30 dias en los sujelos control presenta un
valor de 1.76+1.1, el cual descendio a los S0 dias a 1.1240.57 y a los 120 dias
presentd un valor de 0.8511.42; en cambio los sujstos malnutridos a los 30 dias
presantaban un valor de labilidad de 1.77+1.53, a los 90 dias aumentéa 2.613.07 y
alos 120 dias es de 4.0910.93 (fig. 15) .

A su vez el éngulo de fase, el cual es un buen indicador de que tan
sincronizados estan los sujetos, {la labilidad de este parémetro nos indicaria que tan
eficiente es la sincronizacion a estas edades) a los 30 dias los sujetos control
presentaron un valor de la labilidad de 1.87+1.5 el cual va disminuyendo con el paso

del tiempo, a los 90 dias alcanza un valor de 0.8410.65, a los 120 dias es de 0.94:¢
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1.95, este efecto descendente sugiere que la sincronizacion del ritmo es cada vez
mas eficiente. En cambio los sujetos malnutridos presentan a los 30 dias un valor de
labilidad de 1.77+1.05, a los 90 dias es de 1.4141.28 y a los 120 dias es de 580t
1.19, lo cual nos sugiere que a estos sujetos les cuesta trabajo sincronizarse al ciclo

de iluminacion (fig. 16) (resultados resumidos en la tabla V).
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FIGURA 6 Actograma doble plot de! registro conductual de ingesta de agua para
dos sujetos malnutridos (A yB), enel que se observa I3 ausencia de I formacion de
un bloque de actividad; |a presencia de componentes ultradianos en oscilacion
espontanea, asi como g los 100 dias de edad la presencia de la particién de aifa.
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FIGURA 7 Actograma doble plot del registro conductual de ingesta de agua para
dos sujelos mainutridos (A y B), en |a figura A a los 100 dias de edad se observa la
presencia de la parlicion de la fraccion de aclividad; en la figura B un registro de
actividad de un sujeto malnulrido que no presenlo particion pero se observo un
patron arritmico.
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FIGURA 8 Densidad Espectral de dos sujetos control (A 'y B) a los 30, 90 y 120 dias,
en los que se advierte fa gradual desaparicion de los componentes ultradianos ¢

infradianos, asi como el aumento progresivo de la amplilud del componente
circadicos
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FIGURA 8 Densidad Espectral de un sujetos contral a las 30, 90 y 120 dias, en los
que se adviete la gradual desaparicion de los componentes ultradianos e
infradianos, asi como el aumenlo progresiva de la amplitud del componente

circadicos
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FIGURA 9 Densidad espectral de dos sujetos malnutridos (A y B) a los 30, 90 y 120
dias de edad, en las que se hace evidente la presencia de los dos componentes
datectados en los actogramas da actividad de eslos sujetos
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DENSIDAD ESPECTRAL

FIGURA 9 Densidad espectral de un sujetos malnutridos (A y B) a los 30, 90y 120
dias de edad, en la que se hace evidente la presencia de los dos componentes
detectados en los actogramas de actividad de estos sujelos.
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FIGURA 10 Periodograma X2 de dos sujetos control (A y B)alo 30, 90 y 120 dias de
edad, en los que se observa la gradual desaparicion de los componentes ultradianos
@ infradianos y la aparicidn progresiva de un claro componente en el rango circadico.
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rango ultradiano.
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FIGURA 11 Periodograma X2 de dos sujetos malnutridos (A yB) a los 30, 90 y 120
dias de edad.en los que se observa la presencia de componentes ultradianos o
infradianos los cuales no desaparecen a los 30 y 90 dias de edad, finalmente a los
120 dias aparecen dos claros componentes, uno en el rango circadico y otro en el
rango ultradiano
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FIGURA 12 Valor en horas de la actividad y raposo en las tres edades en estudio
bajo un ciclo L-O; los sujetos controi presentaron un gradual decremento de ia
fraccion de actividad y un aumento en la fraccion de reposo, en cambio fos sujetos
malnutridos alfa disminuyd significantivamente a os 120 dias de edad.
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FIGURA 13 Desarrollo det periodo en horas a los 30, 90, 120 dias de edad, los
sujetos control presentan un valor similar a las tres edadas, en cambio, los sujetos
malnutridos presentan una reduccion significante de! valor del periodo a tos 120 dias

de edad.
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FIGURA 14 Grafica del desarrollo del ajuste de fase para las tres edades estudiadas,
en los sujetos control se observa la disminucion gradual del valor del ajuste de fase,
en cambio, los sujetos malnutridos presentan un aumento significante del valor del

ajuste de fase a los 120 dias de edad.
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FIGURA 15 Labilidad del periodo para las tres edades, en la que se observa la
gradual disminucién del valor de la labilidad en los sujetos control, en contraste con
gl aumento del valor de la labitidad en los sujetos malnutridos.
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FIGURA 16 Labilidad del angulo de fass para los 30, 90 y 120 dias de edad, en la
que se observa la disminucion progresiva del valor de la labilidad de el ajuste de fase
en los sujetos control,en canbio, los sujetos malnutridos aumenté significantivamente
el valor de la labilidad de el ajuste de fase a los 120 dias de edad.



Condicion | Dias | Actividad Reposo Periodo Angulo de
Fase

30 16.77+2.48 7.2142.33  ]24.1340.59 | +2.7242.10

Control 90 14.08+2.5 9.6312.33 | 23.8810.33 | +1.4211.58

120 }13.5411.77 10.0641.74  123.8210.24 |-0.1410.09

Condicion | Dias | Actividad Reposo Periodo Angulo de
Fase

30 16.6742.04 8.4612.05  124.3910.61 | +2.6142.58

Desnutrido | 90 13.268+£3.37 10.7243.41  124.17+2.42 | +1.622.83

120 6.0541.72 4.6641.26 11.3441.08 ] +6.5+1.03

o de las fracciones de aclividad, reposo, periodo, y

TABLA Il - Valores promedi alos conlrol y malnutridos.

ajuste de fase para los 30, 90 y 120 dlas de edad enlos suj



Condicion | Dias | Actividad Reposo Perivdo Angulo de
Fase

30 2.1410.82 1.8940.87 1.7641.1 1.8741.5
Control 90 1.6040.72 1.6510.62 1.1210.57 ]0.8440.65
120 }2.07+1.43 1.8111.21 0854142 109441.95

Condicion {Dias | Aclividad Reposo Periodo Angulo de
Fase
30 2.3641 2.47+1.48 17731.53 11.7741.05

Desnutrido ] 90 2.72+1.91 3.1642.95 2.60+3.07 11.41+1.28
120 }3.73+1.29 3.004:1.3 4.09:0.93 {5.8041.19

TABLA IV -- Valores promedio de la labilidad de las fracciones de actiyidad, reposo,
periodo, y ajuste de fase para los 30, 90 y 120 dias de edad en los sujetos control y

malnutridos.



Este estudio se realizo con el fin de analizar las caracterislicas del periodo

endageno (Free Running) del ritmo de ingesta de agua en ratas de ambos sexos y de

ambas candiciones nutricionales bajo candiciones constantes.

El examen visual de los actogramas de los sujetas control registrados en
obscuridad continua nas muestra un bloque de aclividad hien definido el cual se
encuentra en oscilacidn gspontanea, ademds no se observan camponentes
transilorios en los registros conductuales. La duracion de alfa se mantuvo constants,
con un valor de 12.98 hrs asi camo la duracion de la fraccidn de reposa (10.9 hrs.),
la fase de inicio de alfa (onset) se presentd baslante bien definida (fig 17).

Los sujetas malnutridos mostraron al inicio de la condician constante dos o
mas bloques de actividad en oscilacion espontanea, los cuales al pasa de los dias de
registra se van campactando hasta formar uno solo, (fig. 18) la duracion de alfa en
esta condicion se presenta variable (13.31 hrs.), asi como su relacion can la fraccion
de raposo (10.90 hrs). La fase de inicio de alfa en estos sujetos en algunas casas era
muy variable dando la impresion que el ritma en oscilacion espontanea sufria
constantas adelantas y retrasas de fase, aun cuando alfa se observaba como un solo
blaque éste no era muy condensado sino que parecia un paca fragmentada teniendo
algunos espacias de reposo en ella (fig. 19).

E! andlisis gréfico de los dalos anteriares indicarén que los sujetos control
prasentaron un periodo endégena promedio de 24.25100:14 (Media+SD; Horas:Min.),
en cambio los sujetos desnutridos presentaron un promedio de 24.34:00:16

(Media+SD; Horas:Min ).
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Enla figura 20 se presenta graficado el promedio de la desviacian del periodo
de 24:00 horas en minutos contra el grupo; se puede observar que los sujetos
malnutridos presentan una tendencia a alejarse de las 24 horas, la dilerencia entre ef
grupo control y exparimental fue significativa (1=2.93, df-38, p 0.05).

El analists de periodograma de X2 nos indica que los sujelos control
presentaron un claro ritmo, &l cual puede ser observado como un componsnie
significativo en el rango cireadico. La densidad espectral nos confirma lo anterior, en
ambos andlisis se observa la ausencia de componentes en el rango ulltradiano e
infradiano. (fig 21)

En cambio los sujetos desnutridos presentaron dos camponentes, en ambos
andlisis, al inicio del registro en condiciones constantes, los cuales desaparecieron
conforme avanzaba el registro conductual, sin embargo tanto el periodograma como
la densidad espactral mostraban alteraciones en estos sujetos, observadas como
brotes de actividad de refativa amplitud en el rango ultradiano (fig 22).

Sin embargo confarme avanzd la edad, los sujetos malnutridos en obscuridad
constante evidenciaron un fuerte componente circédico, aun cuando seguian

presentdndose alteracionas en el rango ullradiano (fig 23).
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FIGURA 17 Actograma de fa conducta de ingesta de agua de dos sujetos control en
condiciones constantes (0:0), en los que se observa un claro ritmo en oscilacion
espontanea
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Actograma de la conducta de ingesta de agua de dos sujetos

malnutridos (A y B) en obscuridad continua; acercamiento de los primeros dias de
registro en donda es evidente la presencia de dos componentes con diferente periodo
los cuales despues de unos dias de registro en 0:0 se compactan en uno solo.
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FIGURA 19 Actograma de la conducta de ingesta de agua de dos sujetos malnutridos
(A'y B) en condiciones constantes, en donde se presenta el ritmo endogeno.
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FIGURA 19a Actograma de la conducla de ingesta de agua de dos sujeto en
condiciones constanles, en los que se presenta por medio de lineas los periodos de
los componentes en oscilacidn espontanea (A-cantrol) y finalmente @l periodo tinico
cuando se compactan en un sola bloque (B-malnutrido)
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FIGURA 20 Gréfica de
malnutridos.
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FIGURA 21 Anélisis de densidad espectral y periodograma X2 de dos sujetos control
(A'y B) en los que se observa un claro componante circadicos en amhos anélisis.
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FIGURA 22 Analisis de Densidad Espectral y Periodograma X2 de un sujelo
malnutrido, en los primeros dias de registro en obscuridad continua, en donde se
demuestra primero la presencia de dos componentes los cuales van desapareciendo,
para que finalmente solo sea evidente el componente circadicos en ambos andlisis
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FIGURA 23  Analisis de densidad espectral y periodograma X2 de dos sujelos

malnutridos (A y B) en obscuridad continua en donde se observa un claro
componente circadicos, aunque tambien se observa algun componente en el rango

ultradiano (B).
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FIGURA 23 Analisis de densidad espectral y periodograma X2 de dos sujetos
malnutridos (A y B) en obscuridad conlinua en donde se observa un claro
camponente circadicos, aunque lambien se observa algun componente en el rango
ultradiano (B).



Este expenimento se realizo con el fin de estudiar la sincronizacion del ritmo do

ingesta de agua a un nuevo ciclo de luz-oscuridad 12:12

El examen visual de los aclogramas de los sujetos control al inicio del
|

experimento mostraban que 1a fraccion de actividad, antes de iniciado el fotoperiodo,
se encontraba en ascilacion espontdnaa, despugs de iniciado el estimulo luminoso
(.0 12:12) se observaban algunos componentes en oscilacién espontanea,
presentando algunos dias en fase transitoria antes de poder establecer una relacion
de fase estable entre el inicio de la aclividad y el inicio de la fase de obscuridad del
fotoperiodo, siendo cada vez mas preciso para finalmente mostrar una clara
sincronizacion al foloperiodo usado (fig 24).

En cambio los sujetos malnutridos no mosiraban un rilmo en oscilacién
espontanea al inicio de fa manipulacion y después de iniciado el fotoperiodo parecia
que respondian inmediatamente y establecian una relacidn de fase astable, de asta
manera, no se observaban dias transitorios entre el inicio del fotoperiode y la
respuesta del sujeto (fig 25).

El procese de sincronizacién, después de eslablecerse, @s estable y no se
observan variaciones en la fase de inicio de alfa.

El analisis de latencias reveld que en el caso de los sujatos control
presentaron un valor promédio de ©6.9+26 dias para poder sincronizarse al
foloperiodo en cambio los sujetos malnutridos presentaron un valor promadio de 2.6+

0.5 dias



En la figura 26 se muestran graficados eslos resultados, en la que se puede
observar esla diferencia en dias en la sincronizacion al fotoperiodo completo, esta
diferencia fue significativa (1=6.5, df-20, p<0.05). Eslos dalos hacen conlemplar la
posibilidad de un proceso de enmascaramiento en I3 respuesta de los sujetos

malnutridos al fotoperiodo.
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FIGURA 24 Aclograma de la conducta de ingesta de agua de un sujeto conltro), el

cual se encontraba en 0:0 y se le coloco un ciclo luz-obscuridad 1 2:12, se obsefrvan
los ciclos transitorios antes de sincronizarse al fotoperiodo.
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FIGURA 25 Actograma de la conducta de la conducta de ingesta de agua de dos
sujeto; malnutridos (A y B), los cuales se encontraban en condiciones constantes y
posteriormente se les aplico un fotoperiodo 12:12, estos sujelos respondieron
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1=6.5, df20, p 0.05

o

FIGURA 26 Grafica de la latencia, medida en dias, que tardan ambos grupos
experimentales en sincronizarse a un ciclo L-O, el valor de la latencia en los sujetos
malnutridos es significante en comparacion al grupo control.



El experimento se llevd a cabo con el fin de deternunar el efecla de enmascara

miento utilizando un totopeniodo esqueleto

Il I B

El examen visual de los aclogramas nos muestra que antes de aplicar el
fotoperiodo esqueleto, todos los sujetos control en registro mostraban un  ritmo en
oscilacion espontanea, al iniciar este fotoperiodo dichos sujetos mostraban algunos
dias de transitorios antes de sincronizarse al fotoperiodo esqueleta. esta condicidn se
mantenia por el resto del registro (fig 27).

£l analisis de la lalencia de la sincronizacion reveld un valor muy similar al
valor de sincronizacion al fotoperiodo completo, 6.11£3.1 dias (MediatSD)

En cambio los sujetos malnutridos mostraron que ef ritmo en oscilacion
esponlanea persistié por mas tiempo, ain después de iniciado el estimulo fuminoso,
presentandose varios dias de componentes transilorios que posterionmente eran
compactados en un bloque de actividad. El ajuste de fase en eslos sujetos, aunque
se mostraban sincronizados, No era muy bueno ya que la fase de inicio de alfa
(onset) en estos sujelos no mostraba una relacion estable con el inicio de la
obscuridad, en comparacién con los controles en los que si se aestablecia una
estrecha relacion de fase (fig 28).

El andlisis de las latencias de sincronizacion revelo un valor de 12.3:6.0 dias
para los malnutridos el cual difiere al valor de la sincronizacidn al fotoperiodo

completo



En la figura 29 se gréfica el grupo contra la latencia medida en dias y muestra
que los sujetos dasnutridos tardan mas dias en promedio que los sujetos contral en
sincronizarse al fotoperiodo esqueleto y esta diferencia fue  estadisticamente

significativa. (t=-2.41, df 12, p 0.05).
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FIGURA 27 Actograma de la conducta de ingesta de agua en dos sujetos control (A
y B) bajo un fotoperiodo esqueleto, en los que se observan los ciclos transitorios
antes de sincronizarse a éste.
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FIGURA 29 Grafica del valor de la latencia, medida en dias, que tardan ambos
grupas experimentales en sincronizarse a un foloperiodo esqueleto, el valor de la
latencia de los sujetos malnutridos es significante.
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Los sujetos control en los primeros dias de registro (30 dias de edad) se

caracterizaron por que la arquitectura del ritmo circadico da ingesta de agua no
estaba bien definida presentando varios componentes transitorios que posteriormente
eran sincronizados al ciclo luz-oscuridad y se compactaban en un solo bloque de
aclividad. Esto es consistente con lo reportado anteriormente, en  donde
generalmente después de fluctuaciones polifasicas arritmicas iniciales emergen
gradualmente ritmos de 24 horas en donde los diferentes componentes del sistema
circadico se van acoplando unos con otros  (Rietveld, 1990). Aunado a que la
duracion de la fraccion de actividad y reposo en los sujetos control se fue haciendo
cada vez mas homogénea hasta los 120 dias, en que ambas fracciones tenfan una
duracién muy similar, lo cual también esld relacionadn a la hipdtesis de que la
aparicion de un ritmo circddico implica la maduracién del sistema con o cual se
incramenta gradualmente la amplitud de la oscilacion (Davis, 1984; fittendrigh,
1976), y precede a los mecanismos de sincronizacion, ya que este ultimo proceso
sélo ocurre cuando los drganos sensoriales y el SNC se han acoplado (Davis, 1984),
esto puede ser observado en como el ajuste de fase gradualmente fue méas preciso
con el paso de Ia edad, hasta mostrar una clara sincronizacién al ciclo L:O.

Los resultados sobre el desarrollo del periodo a su vez indicaron que los
sujetos control mostraban un claro ritmo circadico dasde los 30 dias de edad bajo un
ciclo L:O y esté no varid a lo largo de todo el registro conductual del sujeto El efecto
mas notable del desarrollo sobre el periodo sucede en su labilkdad ya que ésta va

disminuyendo con la edad del sujelo, ésto indica que e! periodo del marcapaso cada

B



vaz va siendo mas preciso. La presencia de un ajuste de fase cada vez mas preciso
nos indica el desarrollo gradual de la aparicion del proceso de sincronizacion,
repoites previos indican que el sistema circadico en desarrollo no es afectado
grandemente por cambios en ¢l ambiente y gradualmente se sincronizan a estinulos
ambientales periddicos (Rietvald,, 1990), es decir el proceso de sincronizacion
emerge cuando los foto- receptores y ef oscilador se han acoplado adecuadamente
(Davis, 1930) lo cual sucede en E17 cuando el tracto retinohipotalamico ( TRH) se
empieza a desarrollar ( Stanfield y Cowan, 1976, Felong y Maore, 1976), sin embargo
tembién durante la vida fetal el NSQ oscila en fase con el ciclo 1.0 ambiental, ya sea
porque la madre presanta incidencia de la luz dentio del Utero en ratas prefadas
(Jecques y Cols, 1987) o bien porque involucra una comunicacion materna a través
de senales circadicas al fato, probablemente a lravés de hormonas.

En los sujetos malnutridos el patrdn conductual presenta componantes en
oscilacion esponténea los cuales no se fusionan en un solo bloque de actividad a lo
largo de todo el registro, lo cual sugisre que el desarrolle del ritmo se ve afectado ya
sea por alteraciones morfologicas o funcionales en el marcapaso ( el NSQ en los
mamiferos), Posteriormente a los 120 dlas de edad, los sujetos desnutridos
presentaron el fenomeno de particién, el cual se caracleriza por la presencia de dos
componantes conductuales, lo cual sugiere dos cosas: primero, la presencia de un
sistema multioscilatorio desecoplado, ya que el fenémeno de splitting es una de las
avidencias para allo junto con la desincronizacion interna en humanos. La particion
es la disociacion de un componente de actividad en dos componentes con una
relacion de fase de 180", este fendmeno parece ser caracteristico de la estructura
interne del sistema circadico central en el NSQ, ya que en sujetos con splilting la
activided eléctrica de las células de este nucleo también presentan un patron de
disparo bimodal en vitro; este fendmeno no se ha reportado en la rata, bajo luz

continua con intensidades superiores a los 200 lux, lo cual nos lleva a una segunda
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posibilidad que se refiere a que aunque la sincronizacion al ciclo L.Q no es la
adecuada, el sistema puede captar mas intensidad de luz que la que realmente se
impone, sabemos que el sistoma circadico es sensible sdlo a cierlo rango de
iluminacion (Takahashi, 1984) por o qus es probable que los malnutridos capten
intensidades de luz superiores.

Con respecto al desarrollo de la arquitectura del ritma circadico de ingesta de
agua, los sujotos control presentaron una disminucion gradual de la fraccion de
actividad, lo cual esta de acuerdo con lo reportado en la literatura, con respeclo a
que la luz disminufa la actividad de los sujetos y la obscuridad la aumentaba, ésto on
animales nocturnos; en cambio los sujetos malnutridos aunque presentaban una
tendencia a reducir el valor de la fraccidn de actividad, a los 120 dias asta
aumentaba y presentaba particidn reduciéndose profundamente la fraccion de
raposo, ésto esta de acuerdo con la literatura que describe que la desnutricion induce
una hiperactividad conductual (Levitsky y Barnes, 1972),

E! periodo en sincronizacién presenta valores similares, cercanos a las 24 hrs.,
alos 30 y 90 dlas en amhos grupos experimentales, sin embargo a los 120 dias los
sujetos del grupo control presentaron un claro ritmo en sincronizacidn y los sujetos
experimentales presentaron dos periodos de aproximadamente 11.34+1.08 hrs.,,
ademas la labilidad de tau* de los sujetos desnuiridos va aumentando conforme
avanza la edad, lo cual sugiere un retraso en la maduracidn del proceso de
sincronizacion,

Con respscto al gjuste de fase los sujetos control presentaron una disminucion
gradual de los adelantos de fase en relacion con el indice de fase, asi como su
labilidad va disminuyendo conforme avanza la edad, lo cual también sugiere un
desarrollo adecuado del proceso de sincronizacion, en cambio los sujetos
desnutridos presentan adelantos de fase constantes, aun en edades avanzadas, asi

como su labilidad va aumentando con la edad lo cual también sugiere un retraso en
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el desarrollo de la sincronizacion

El sistema circadico esta compuasto por vias aferentes, por uno o varios
osciladores y por las vias que transmiten la seial temporal a los efectores (
oferentes) (Takahashi y Zats, 1982), entonces, el desarralio de cada uno de estos
componentes llevaria a la emergencla de las caracteristicas circadicas de las
diferentas conductas.

£l desarrollo funcional del NSQ parece ocurrir en dos otapas, en la primera se
desarraila la ritmicidad intrinseca, la cual se inicia en el dia embrionario 19 (E19), vy
en la segunda etapa se lleva a cabo el desarrolio de un marcapaso circadico, ésto
ocurre cuando se desarroflan las aferentes, las conexiones intrinsecas y las eferentes
lo cual ocasiona que funcione a manera de una red neuronal.

De E19 a P10 (dia postnatal 10) los osciladores neuronales cambian de una
situacidén de acoplamienta no sindptico y sincronizacian por sefiales maternas a un
funcionamiento de red neuronal, con una inervacion aferente, conexiones intrinsecas
y proyecciones eferantes que acoplan al NSQ a los sistemas efectores que exhiben la
ritmicidad, por lo que la aparicion de un ritmo circddico refleja la maduracion del
sistema efector. Es decir muchas de las funciones en sujelos recién nacidos son
faltantes de ritmicidad circadica hasta llegar a cieita edad posnatal, sin embargo
diferentes ritmos circadicos aparecen en diferentes etapas de desarrollo, acorde muy
probablemente, a la maduracion de los sistemas de acoplamiento entre los efectores
y los osciladores, probablemente localizados en el NSQ (Moore, 1979) adn cuando
axista evidencia de que el oscilador funciona en etapas tempranas del desarrollo
(Davis, 1981), de esla manera los datos obtenidos del experimento 1 son
consistentes con esta hipotesis ya que se observa en los actogramas la gradual
aparicion de la fraccion de actividad y de reposo bien definida, de hecho en los
andlisis de densidad espectral y periodograma de los sujetos control nos mastraron

claramente el desarrollo del patron circadico del ritmo de ingesta de agua, a los 30
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dias de edad ambos analisis mostraban un companente circddico junto con algunos
componentes en el rango ultradiano e infradiano, los cuales fueron desapareciendo
gradualmente conforme avanzaba la edad, hasta que finalmente solo se observaba el
componente circadico.

El proceso de organizacion circadica puede ser explicado de dos maneras
diferentes (Davis, 1981), la primera es la llamada "modulacion de amplitud”, esta
asume que el incremento en la amplitud de componentes ultradianos durante la fase
activa y/o un decremento en la amplitud de estos componentes durante la fase de
reposo son los responsables de la emergencia ds un ritmo circadico, aunque el
periodo de estos componentes no es cambiado. La segunda explicacion es la
lamada "modulacion de frecuencia”, la cual asume cambios en el periodo de los
componentes ultradianos o bien en grupos de componentes ultradianos que ocurren
predominantemente en la fase activa, es decir los periodos de los componentes
ultradianos durante la fase activa se hacen progresivamente mas cortos que durante
la fase de reposo. De este modo un ciclo de |luz/obscuridad no seria necesario para la
manifestacion de ritmos circadicos (Honma y Honma, 1985), conforme a estas
hip6tesis nuestros datos mas bien apoyan la hipotesis de la modulacion de amplitud,
ya que tanto en el andlisis de densidad espectral y en el periodograma X2 mostraban
la disminucion de amplitud de los componentes ultradianos e infradianos y el
componente circadico aumenta gradualmente en amplitud. sin cambiar su valor de
periodo, como se observa en la gréfica de desarrollo del periodo.

Debido a que las neuronas del NSQ se originan en E14-E17 (lift, 1976) la
malnutricion podria ocasionar una disminucidn en el nimero de ellas, sin embargo el
proceso de desnutricion podria afectar |a migracion de las células nerviosas a sus
sitios blanco, recientemente se reportd que las neuronas del NSQ sufrian una
reduccidn en su tamano en sujetos desnutndos (Cintra y Cols. 95). De un mocdlo

similar, también estos sujetos podrian presertar un retraso en la expresion del
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fenatipo neuronal, el cual ocurre de manera primordial en etapas felales tardias
iniciando en £18-19 (Robinson y Fuchs, 1993) y terminando en etapas postnatales,
el proceso de gliogénesis (E18) asi como el de muerte neuronal (E20-P6) también
pueden verse afectados, sin embargo lo que prabablemente se vea mas afeclado as
la formacion del neuropilio y la sinaptogénesis los cuales son eventos totalmente
posinatales (E20-P10). La interferencia en estos procesos padria ocasionar una
inadecuada comunicacion entre los distintos tipos celulares que conforman el
marcapaso lo cual, de una manera individual o en conjunto podrian ocasionar la
tardia emergencia o la ausencia de un palron circAdico normal en los sujelos
desnutridos, ésto a su vez ocasionaria un retraso en la presencia de los ritmos
funcionales, ya sean los expresados lempranamente como los expresados
tardiamente, ios cuales necesitan la formacion de una red neuronal.

Ademas la desnutrician podria afectar la secrecion de algunas harmonas como
la melatonina la cual esta involucrada en procesos como el acoplamiento entre los
distintos osciladores;  sin embargo en etapas adultas se ha reporlado que la
desnutricion no afecta 1a sintesis de melatonina ( Herbert y Reiter, 1981). A los 120
dias de edad la presencia de la partician en los sujetos experimentales pareceria un
efecto similar a la pinealectomia ( Aguilar-Roblero y Cals. 1993 ) en la cual, la falta
de esta glandula facilita la presencia del splitting en L:L en hamster, por lo que es
posible que en edades adultas 1a secrecidn de la relatonina sea parcialmente
inhibida por la luz debido a que estos sujetos captan una mayor intensidad de luz,
ésta a su vez acasionarfa un desacoplamiento entre los osciladores por faita de
melatonina.

Es probable que el marcapaso esté conformado por varios osciladares (2 6
mas) los cuales en caondiciones de nulricion normal éstos se encuentran acoplados,
ya sea por via neural o humoral y en condiciones de desnutricion o malnutricion

crénica se impida este acoplamiento entre los osciladores lo cual ocasionaria el
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patron conductual general observado en estos sujetos. Esta falta de acoplamento
puede ser debida tanto a un retraso en al desarrollo de las conexiones neurales, a
una falta de ellas o bien que éstas sean aberrantes, las cuales se han reportado en
otras dreas cerabrales ocasionadas por la malnutricion.

L.a imprecision en al ajuste de fase a un ciclo L:O observado antes de la
particion nos sugiere una mala sincronizacion, ésto debido probablemente a un
retraso en el desarrollo de las vias de sincronizacion, éstas son dos principalmente,
el TRH y el TGH; el TRH es suficiente para mediar la sincronizacion, este tracto se
origina en E16-E17 (Bunt y Cols,, 1983) y no es enteramente evidente hasta P4
(Felong y Moore, 1976) aunque es funcional en P1 (Fuchs y Moore, 1984), en lo que
se refiere al TGH éste se desarrolla completamente en etapas postnatales a partir de
P1 (So y Cols., 1978); ta malnutricion podria afectar la formacion, el desarrollo, la

maduracién y la mielinizacion de estos tractos ocasionando que los sujetos

malnutridos no puedan sincronizarse correctamente

.

Los organismos muestran persistencia de los ritmos circadianos aun cuando
son aislados de sefiales ciclicas ambientales, el ciclo de actividad-reposo
progresivamente se desvia con respecto al tiempo del reloj a esta situacion se le
denomina oscilacién espontanea, ésta presenta un periodo mas corto o mas largo
que las 24 hrs., este periodo presenta una precision impresionanie sin embargo la
estabilidad es variable en el tiempo. Esta caracteristica le permite al reloj predecir la
ocurrencia de eventos en su ambiente, ademas la precision de tau disminuye
conforme ésta se va alejando de las 24 hrs.; sin embargo otros faclores fisioldgicos
pueden afectar a tau como el ejercicio fisico, los niveles circundantes de hormonas,

procesos ontogenélicos, eltc
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Al colacar a los sujetos malnutridos en obscuridad continua los dos bloques de
aclividad observados tanto en ¢l registro conductual como en el analisis de densidad
espectral y periodograma X2, se unen en uno solo y este bloque presenta
posleniormenta un corrimienta aspontaneo con un periodo circadico, por lo que es
prabable que la secrecion de melatonina esté afectada por la desnutricion.

El ntmo en oscilacion espontdnea de los sujetos control bajo condiciones de
obscuridad continua presentan un periodo de 24.25100.14 y el periodo enddgeno de
los desnutridos fue de 24.34100.16 lo cual sugiere que el periodo de los sujetos
experimentales tiende a alejarse de las 24 horas, por lo tanto su prasicién va

disminuyendo conforme avanza la edad.

LLos ritmos circadicos son usualmenta sincronizados a factores ambientales

como el ciclo L.:O sin embargo un cambio en la ocurrencia del ciclo L:O por un cierto
namero de horas, los rilmds circadicos se resincronizan al nuevo ciclo L:Q después
do un periodo de lransilorios, en donde el largo de los periodos de transitorios
depende de la magnitud del cambio del ciclo L:O y/o del ritmo circadico particular el
cual se ha medido, este periodo de tiempo puede ser 1 6 2 semanas para la mayor
parte da los ritmas para ser sincronizados completamente al nuevo ciclo de L:O.

E! rilmo circadico de ingesta de agua en oscilacion esponlanea de los sujelos
control al ser expuesto a un nuevo ciclo L:O 12:12 presentd un periodo de ciclos
transitorios de 6.912.6 dias para poder sincronizarse al ciclo de iluminacion, lo cual
esta de acuerdo con lo reportado en la literatura En cambio, los sujetos desnutridos
presenlaron una sincronizacion casi inmediata con pocos ciclos transitorios (2.610.5
dias) lo cual sugiere un efecto de enmascaramiento por la luz.

El enmascaramiento es usado para describir los efectos directos e inmediatos

ejercidos por periodicidades ambientales sobre un ritmo, la diferencia mas importante

(L}



antre ol enmascaramiento y la sincronizacion es la relativa al periodo de tiempo de
resincronizacion del ntmo expresado en comparacion al ambiental; cuando se sufre
enmascaramiento el curso lemporal es muy similar  a 1a sincronizacion pero los
transitorios entre los dos estados conductuales es abrupto como el cambio ambiental,
en cambio cuando el ambiente actua comao sincronizador (Zeitgebers) y sincroniza un
oscilador interno la transicion conductual es menos abrupta y 1a coincidencia entre el
factor ambiental y el ntmo es inexacta. Por fo que por si mismos el enmascaramiento
y la sincronizacion pueden originarse externamente y ambos alteran la expresion de
un ritma.

Un ritmo circadico puede ser enmascarado por algunas senales ambientales a
las cuales el organismo es sensitivo independientemente si esta sefal sincroniza o
no el ritmo en cuestion; las sefales enmascaradoras afectan directamente a los
efectores, es decir no son transmitidas via €l marcapaso aunque éste puede ser
extendido al marcapaso directamente; el ofecto de enmascaramiento puede tener la
duracién completa de una sefial (respussta tonica
) 0 bien puede tenar una raspuesta transiloria a una elapa de la condicidn ambiental
( respuesta fasica); una sefal enmascaradora no puede ser anticipada por 6! ritmo
circadico, por lo que es necesario distinguir entre los dos procesos; este afecto de
enmascaramiento observado en los sujetos deshutridos pusde deberse a que estos
pueden captar una mayor intansidad de luz, ya que hay dos vias por las cuales los
animales compartamentalizan su actividad dentro del dia y la noche, la presencia de
un reloj endogeno, el cual es sincronizado cada dia por un ciclo L:0 o bien pueden
responder a la fuz decrementando su actividad, ésto para un roedor nocturno. En el
primer caso la actividad es sincronizada por {a luz, en el segundo caso la actividad es
enmascarada por la luz. La demostracion de la sincronizacién por la presentacion
periddica de un estimulo muestra que la actividad ocurre en fase con el estimulo no

es simplemente una respuesta directa a el estimulo pero representa un control de
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fase para el reloj enddgena, es decir el animal responde rapidamente a cualquier
cambio ambiental, sin que necesanamente la informacion sea procesada y
transmitida via el marcapaso, por lo que ostos sujatos responden at ciclo L:0 con
pocos dias de transitorios.

[35;’0 condiciones de L.O los riimos conductuales pueden reflejar los efectos
dependientes del reloj a 13 luz, asi coma los efectos de la transmisidn o
enmascaramiento. Una complicacion es que los efectos de la transmision pueden ser
modulados por la ritmicidad circadica, un métado para separar los componentes
endbgenos y exdgenos de un 1itmo sincronizado por la luz es proveido por el
fotaperiodo esquelata en el cual dos breves pulsos de luz son presentadas cada dia
en el tiempo en ef cual la transicidn de la fuz ocurre bajo un ciclo de L:O normal; si los
dos pulsos son presentadas 12 haras a pare, el estimulo produce un fatoperiodo
asqueleto de 12 haoras el cual mimeliza los efectos sincronizadores del ciclo L:O
12:12 pero también pueden ser sincronizados a pulsas de 1 segundo, lo cual
demuestra que la sincronizacion na requiere de prolongada exposicion diana a la luz.

Los sujetos control raspondieran al fotoperioda esqueleto con un numero de
transitorios similares (6,1+3.1) al del fotoperiodo completo, lo cual sugiere que eslos
sujetos se sincronizan adecuadamente tanto a estimulos tanicos como fasices, en
cambio los sujetos desnulridos presentaron un mayor numero de ciclos transitarios
{12.316.8) por lo que es posible que éstos respondan mas facilmente a estimulos
prolongados, enmascaréndose la conducta y cuando se exponen a estimulas de
corta duracion el marcapaso tarde mucho liempo en responder pera la conducta no

$e enmascara.
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L.os resultados de éste trabajo indican que la malinutricion proteinica instalada
pre y postnalalmente induce:

1) Disminucion de 1a efectividad del ciclo uz-obscuridad para sincronizar el ritmo
circadico de ingesla de agua.

?2) La particion del bloque de activiadad en dos fracciones de aclividad bajo un ciclo
luz-obscuridad 12:12.

3) El enmascaramiento de la actividad por ta luz
Estas aobservaciones podrian ser explicadas por alteraciones en la maduracion
_ morfofuncional del sistema circadico de los sujelas, inducitos por ta malnutricion;
dichas alteraciones podrian involucrar.

a) Transtorhaos en los mecanismos de sincronizacion del sistema circadico.

b} Transtornos en los mecanismos de acoplamiento interno entre los distintos
osciladores de! sistema.

¢} Transtornos en el periodo endageno de los distintos osciladores del sistema.
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