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IV .RESUMEN

La cantidad de horas-luz en un ciclo de 24 horas, es conocida como fotoperiodo, éste puede
producir alteraciones en el sistema circadiano de varios organismos, incluyendo a los mamiferos; lo
que puede reflejarse en diversas funciones fisioldgicas y /o conductuales tales como la actividad
locomotriz, la secrecion de hormonas y el ciclo suefio-vigilia.

El jerbo de Mongolia Meriones unguiculatus, presenta cambios en la estructura de su actividad
dependiendo del protocolo de iluminacion que se emplee, esta especie se caracteriza como
semidiurno o crepuscular y se han observado cambios fisiol6gicos estacionales dependientes del
fotoperiodo. Asi, el objetivo del presente estudio fue evaluar los efectos que tienen diferentes
fotoperiodos: uno correspondiente a Dias Largos (DL, 16 h de luz) y otro a Dias Cortos (DC, 08 h
de luz) sobre la estructura del ritmo de actividad locomotriz y la distribucion del ciclo suefio vigilia
en el jerbo de Mongolia.

Los resultados obtenidos indican que el ritmo de actividad se organiza en funcion del fotoperiodo
usado; de tal forma que bajo condiciones de LO12:12 (CTL) se observd un patréon bimodal con un
componente que respondié al encendido de las luces y otro componente que se presenta al comienzo
de las horas de oscuridad. Los DL incrementaron el total de movimientos cuantificados en la
actividad libre ambulatoria, mientras que los DC los disminuyeron; ademas se presentod un perfil
caracteristicamente diurno tanto en DL como en LO12:12; mientras que en DC la tendencia se dio
hacia un habito nocturno y arritmico.

De a cuerdo al analisis de los resultados obtenidos del ciclo suefio-vigilia mediante
electrocorticograma, se observé que los jerbos son organismos que pasan despiertos mas del 65% del
tiempo del registro durante 24 h continuas en el fotoperiodo LO12:12. Tanto en DC como en DL
incrementaron la vigilia a expensas de ambos tipos de suefio. Sin embargo, no parece afectarse la
homeostasis del suefio de ondas lentas (SOL), pese a que en ambos se presentd una disminucion del

suefio de movimientos oculares rapidos (MOR). En conclusion, de acuerdo a la cantidad con que se




presentan los estados de vigilancia en cada fase, los jerbos tienen una tendencia a ser organismos
propiamente diurnos; sin embargo, los cambios en la duracion de la cantidad de luz alteran la

distribucién de tales estados.
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V. ABSTRACT

The amount of light in a 24h day cycle is a fact known as photoperiod, and it can produce
alterations in the circadian system of many organisms including mammals; which can be seen in
diverse physiological and behavioral functions, such as the locomotor activity, hormone release and
the sleep/wake cycle.

The mongolian gerbil (Meriones unguiculatus) shows changes of it locomotor activity patterns,
according with the illumination protocol used, and may display a diurnal or crepuscular behavior.
This species show also seasonal changes in breeding behavior. The aim of the present work was to
evaluate the effect of two different light protocols: Long days (16 h light in a 24 h cycle) and short
days (8 h light in a 24 cycle) on the locomotor activity structure and sleep and compares with the
shown in a reference 12:12 light cycle.

Results obtained indicate that the locomotor activity rhythm was organized regarding the
photoperiod used, in such way that in reference protocols of 12:12, gerbils showed a bimodal pattern
with an activity bout near lights on and the second component associated to lights off. Long days
exposure increased the total amount of locomotor activity and gerbils maintain the diurnal profile as
seen in 12:12; while it gets shorter in short days locomotor activity becomes nocturnal or arrhythmic.
Analysis of the sleep patterns evaluated by means of electrocorticogram, indicates that gerbils
remained awake for about the 65% of the time in a 24h recording when maintained in light dark
cycle of 12:12. By other hand, either long or short day photoperiod increased the wake state,
reducing the rapid eye movement (REM) sleep, no significant changes were observed in slow wave
sleep (SLS). In animals held in 12:12, a reduction of the sleep was consistent with the activity
patterns shown in locomotor activity.

The aforementioned indicate the gerbils are diurnal organisms but such activity and sleep pattern

is labile and may be altered regarding with different photoperiods

xii



INTRODUCCION

Ritmos circadianos

Los ritmos circadianos (circa: cerca; diano: dia; Halberg, 1969) se caracterizan por manifestarse
aproximadamente cada 24 horas. Estos se consideran enddgenos pues persisten sin estimulos
externos; este fendmeno puede apreciarse cuando se mantiene a un organismo en condiciones
constantes en las cuales el ritmo se manifiesta con su periodo enddgeno, a lo que se le conoce en
inglés como “free running” y es traducido como “libre curso”. Los ritmos pueden ser sincronizados
por estimulos ambientales ciclicos, conocidos como zeitgebers (del aleman zeit=tiempo, geber=
dador); el principal sincronizador es el ciclo de luz-oscuridad, aunque existen otros sincronizadores
importantes como el alimento y la temperatura. Una caracteristica primordial de la sincronizacion es
que permite a los organismos anticiparse a eventos periddicos. Los ritmos circadianos también se
caracterizan porque la duracion del periodo es independiente de la temperatura ambiental, a lo que se
le conoce como compensacion de la temperatura (Pittendrigh, 1954, revisado en Johnson, et al,
2004).

Se ha propuesto que los ritmos circadianos, son generados por relojes biolégicos (figura 1a),
compuestos por tres componentes basicos: un sistema generador del ritmo constituido por un
marcapaso circadiano y osciladores acoplados entre si y capaces de generar la periodicidad; una via
de sincronizacién a partir de receptores y vias sensoriales que transmiten informacion del
sincronizador al marcapaso circadiano y un sistema de sincronizacion interna entre los marcapasos
circadianos y los efectores que expresan la ritmicidad (Aréchiga, 2003).

Los ritmos circadianos se manifiestan en una gran diversidad de mecanismos de control
fisiolégico, como en secreciones hormonales diarias (melatonina, cortisol, etc.), respuestas
conductuales, control de la temperatura corporal, el ciclo suefio-vigilia, etc.

A principios de 1970, se reconocio que la luz altera los ritmos circadianos y que en mamiferos, los
0jos son necesarios para lograr el efecto de ésta como sincronizador. EI marcapasos circadiano,

localizado en el NSQ del hipotalamo, recibe la informacién luminosa generada por la alternancia del



dia y la noche ajustdndose a esta sefial. Asi, la luz llega a la retina y estimula a las células
ganglionares tipo W, la informacion viaja principalmente a través del tracto retino-hipotaldmico
(TRH) en donde es liberado el neurotransmisor glutamato para ejercer su efecto sobre las neuronas
del NSQ (figura 1b). Las areas en las que se divide el NSQ estan en funcion de las sustancias
neuroactivas a las que es inmunoreactivo, principalmente son péptidos que se distribuyen en dos
poblaciones neuronales, la region dorsomedial (o corteza) caracterizada por la presencia de
vasopresina (VP) y la region ventrolateral (o médula) caracterizada por el péptido intestinal
vasoactivo (VIP); la mayoria de la neuronas de este nucleo sintetizan ademas el acido gama amino
butirico (GABA) (Moore y Speh, 1993). EI NSQ proyecta fibras hacia distintos centros cerebrales,
entre los que se encuentan los ndcleos hipotalamicos paraventriculares, que se relacionan con los

mecanismos de control en la regulacion del ciclo suefio-vigilia.

a Estimulo

|

Receptor - luz
Ojo »
Oscilador
primario
Salida

UL 2 NN

Figura 1. a) Modelo de la constitucion del sistema circadiano, donde se representa al receptor, el cual capta el
estimulo y envia la sefial al oscilador primario y éste a su vez hacia el efector (osciladores periféricos o
secundarios) para finalmente tener la generacion de un ritmo. Figura tomada de Gruart, et. al, 2002. b)
Esquema que representa el funcionamiento del sistema circadiano en mamiferos ante un estimulo luminoso
que llega al ojo y la informacién viaja a través del TRH hasta llegar al NSQ, el cual envia la informacion a la
glandula pineal para la secrecion de melatonina por medio del ganglio cervical superior (GCS) o proyectar
hacia distintos centro cerebral para la generacion de otros ritmos. (Figura modificada de Miller, et. al, 1996).

Reproduccién

sueno-vigilia, temperatura,
otros ritmos

Durante la segunda mitad de la década de los 90°s se desarrollaron diversos estudios por medio de

trasplantes y lesiones del NSQ, y se concluyo que éste es un marcapaso circadiano en los mamiferos,



pues tiene la capacidad de generar e imponer ritmos sobre otros tejidos, controlando un rango amplio
de conductas y ritmos fisiologicos; sin embargo, esto no significa que el NSQ controla todos estos
ritmos de manera similar (Gorman y Lee, 2002). Por el contario, todo indica que las conexiones del
NSQ con otras partes del cerebro son extremadamente diversas. Por otra parte, la maquinaria
genética que es la base de la funcion circadiana se encuentra en una gran diversidad de tejidos, los
cuales manifiestan oscilaciones circadianas genéticas y fisioldgicas, por lo que a estos tejidos se les
conoce como osciladores circadianos periféricos que demuestran una organizacion jerarquica en el
sistema circadiano, del tal manera que el NSQ es un coordinador general mas que un generador por
si mismo de los ritmos fisioldgicos (Welsh, et. al, 1995; Abe, et. al, 2002; Yamaguchi, et. al, 2003;

Quintero, et. al, 2003; Antle y Silver, 2005).

Bases moleculares del reloj

La generacién circadiana innata es debida a oscilaciones en la expresion de genes llamados
“genes reloj” y la sintesis de proteinas correspondiente. Diversos estudios realizados tanto en
invertebrados como en vertebrados han identificado las asas de retroalimentacion transcripcion-
traduccion de estos genes (Reppert y Weaver, 2001). En mamiferos, la primera asa de
retroalimentacion tiene como efectores positivos a las proteinas CLOCK y BMALL, los cuales
forman heterodimeros en el citoplasma, una vez que estos heterodimeros entran al nucleo acttan
como factores de transcripcion activando la transcripcion de los genes, cuyas proteinas son la parte
de regulacion negativa dentro del sistema de retroalimentacion: Las proteinas PER 1, 2 y 3 (Period)
y CRY 1y 2 (Cryptochrome). PER-CRY forman heterodimeros en el citoplasma, los cuales son
fosforilados por la caseina kinasa 16 (CK18) y CKle y asi regresan al ndcleo donde inhiben su
propia transcripcién, desplazando al dimero BMAL1-CLOCK de su sitio de union. Esto ocasiona
una reduccién en la transcripcién de los genes Per y Cry, con lo que se genera la union de BMAL1-

CLOCK a E-box para iniciar nuevamente la transcripcion de Per y Cry (revisado en Mackey, 2007).



La segunda asa de retroalimentacion regula la expresion del gen Bmall de la siguiente manera:
cuando los heterodimeros de BMAL1-CLOCK entran al nucleo y se unen a los sitios E-box de los
genes que codifican a los &cidos retinoicos asociados a los receptores nucleares huérfanos REV-
ERBa y RORq, induciendo su transcripcion .Estas proteinas compiten por el elemento ROR en el
promotor de Bmall. La familia de proteinas ROR a, B y v activan la expresion de Bmall, mientras
que REV-ERBa y REV-ERBPB la suprimen. deebido a la regulacion de ambas asas de

retroalimentacion se origina la oscilacion circadiana de Bmall en antifase con la oscilacion de Per.

Aferencias y eferencias del nucleo supraquiasmatico

Vias de entrada. Una de la aferencias hacia el NSQ es el TRH, pero también se han identificado
aferencias del tAlamo paraventricular anterior (PVVTa), la hojuela intergeniculada (HIG) y los nucleos
del rafé dorsal.

El TRH proyecta principalmente a la parte ventrolateral del NSQ, en donde las células responden
inmunoreactivamente a VIP y al péptido liberador de gastrina (PG) (Van den Pol, 1980, revisado en
Moga y Moore, 1997) y es la via principal por la cual se sincroniza el NSQ a luz ambiental. Las
fibras del TRH liberan glutamato principalmente a las neuronas de la region ventral del NSQ
(Carlyle, 2004); asi como las células ganglionares de la retina que ademas liberan al neuropéptido
activador de la adenilato ciclasa pituitaria PACAP el cual funciona como mediador en la
sincronizacién de los ritmos circadianos (Reppert y Weaver, 2002).

El NSQ también recibe una entrada indirecta retinal desde la HIG del hipotalamo; ésta estructura
es una delgada capa de células dentro del cuerpo geniculado lateral que recibe la mayor parte de la
entrada de la retina empleada para la imagen visual (revisado en Carlyle, 2004). Tanto la retina como
la HIG envian proyecciones densas a la region ventrolateral del NSQ con una inervacion difusa a la
parte dorsal. Las fibras de la HIG son inmunoreactivas al neuropéptido Y (Card y Moore, 1988

revisado en Moga y Moore, 1997).



Los nucleos del rafé envian proyecciones no féticas al NSQ que llegan predominantemente a la
region dorsal de éste, y a su vez esta estructura recibe entradas excitatorias desde la retina El rafé
participa principalmente como via de informacion general sobre el estado de vigilia en el organismo.
El neurotransmisor asociado con el nucleo del rafe es la serotonina (5HT), (revisado en Moga y
Moore, 1997).

Las aferencias del PVT que inervan la regién dorsomedial y ventrolateral del NSQ siendo una
fuente excitatoria de entrada y a su vez el NSQ envia aferencias GABAérgicas y glutmatérgicas a
PVT, sugiriéndose un papel importante como modulador de la sincronizacién a la luz de los ritmos
(Salazar-Juarez, et al, 2002).

Vias de salida. EI NSQ tiene acceso directo hacia sistemas de control conductuales y
neuroendocrinos a través de diversas estructuras, principalmente en el hipotdlamo, tallo cerebral y
pituitaria por medio de eferencias (Carlyle, 2004).

Se han identificado seis regiones que proyectan desde el NSQ hacia diversas estructuras en rata,
las cuales son: 1) una proyeccion anterior hacia el septum ventrolateral, nucleo del lecho de la estria
terminales y el tdlamo anterior paraventricular. 2) una proyeccion que va a la zona periventricular
hipotaldmica, hacia la regién predptica media, zona subparaventricular, paraventricular,
ventromedial y dorsomedial nuclear del area premamilar y 3) una proyeccién posterior hacia el
talamo paraventricular posterior, nucleo precomisural y nucelo pretectal olivar. 4) las células que se
proyectan hacia la HIG desde el NSQ no residen dentro de éste propiamente, sino mas bien
alrededor de su perimetro dorsal con una fuerte probabilidad de que sus dendritas se extienden
ventralmente dentro del nicleo. 5) se han identificado fibras que proyectan hacia el tronco encefalico

y la médula espinal y 6) eferencias que van hacia el nicelo del rafé (Morin y Allen, 2006).



Fototransduccion

Una vez que la sefial es llevada hacia el NSQ a a través del TRH se induce una cascada de
procesos que implican la activacion de proteincinasas activadas por mitogenos (MAPKS) y
elementos de respuesta unidos a AMPc (CREB), lo que lleva a la regulacion de los genes reloj, asi
como a modificaciones especificas de cromatina.

Las células implicadas en el proceso de la fotorecepcion circadiana constituyen un pequefio
subconjunto de las células ganglionares de la retina (CGR), formado por células tipo Ill o células
tipo W. Estas células presentan fototransduccion intrinseca con propiedades féticas involucradas en
la sincronizacion del reloj. Los fotopigmentos involucrados en la recepcion de sefiales luminosas son
la melanopsina y los criptocromos (Cermakian y Sassone-Corsi, 2002).

La melanopsina se distribuye solo en las células CGR, las cuales proyectan al NSQ y participan en
la sincronizacion. Todas la CGRs fotorreceptoras contienen melanopsina, mientras que las CGRs
que carecen de esta proteina no responden a la luz., por lo que se sugiere a la melanopsina como un
fotoreceptor circadiano. Por otra parte, los productos de los genes Cry son candidatos a
fotopigmentos circadianos, pues mutaciones de estos genes en el raton indican un papel clave para
estas moléculas en el centro del mecanismo del reloj (Repert y Weaver, 2001).

En resumen, las neuronas del NSQ reciben y procesan la informacion fética que llega por las
terminales del las CGRs, los principales neurotransmisores del TRH son glutamato y PACAP
(Repert y Weaver, 2002). La expresion del gen mPerl es inducida rapidamente después de la
exposicion a la luz, mientras que la induccion de mPer2 se da después de la luz, al final de la noche;
estos procesos parecen ser mediados por la remodelacion de la cromatina y la unién de CREB en sus
respectivos promotores (Repert y Weaver, 2002).

Los ratones deficientes de Cry presentan deficiencias en la induccion por la luz del gen Per en el
NSQ. Cuando los ratones carecen de conos, y bastones, CRY's son arritmicos en condiciones de luz-

oscuridad y merman la expresion del gene de expresion temprana c-fos en respuesta a la luz en el



NSQ (revisado en Cermakian y Sassone-Corsi, 2002 ). Estos resultados sugieren un papel de CRY's

en la fotorrecepcion.

Fotoperiodo

El medio ambiente alterna constantemente entre luz y oscuridad, frio y calor, sequia y humedad,
condiciones que influyen en la disponibilidad o escasez de alimento. Los animales han sido capaces
de adaptarse a su medio ambiente, modificando su conducta y fisiologia en una forma que les
permita sobrevivir a los cambios ambientales.

El fotoperiodo se refiere al nimero de horas de la luz solar de cada dia; por consecuencia de los
cambios estacionales y de la latitud desde los origenes mismos de la vida. Debido a ello, los cambios
en el ambiente producidos por tales movimientos son fuertes sincronizadores estacionales para los
ritmos bioldgicos. La reaccion de los organismos a dichos cambios en la cantidad de luz se le conoce
como fotoperiodismo.

Existen dos estados fisiologicos importantes para la regulaciéon de las funciones estacionales en
todos los mamiferos fotoperiddicos: la fotosensibilidad y la fotorefractoriedad. La primera se refiere
a la capacidad del organismo de responder a los cambios en el fotoperiodo y la segunda al bloqueo
de dicha respuesta (Goldman, et al, 2004). Tales conceptos fueron adoptados después de las
observaciones hechas en hamster Siberiano, concernientes al efecto del fotoperiodo sobre el
crecimiento testicular. Posteriormente se demostrd su presencia en otras especies de animales como

aves y ovejas, e incluso en caracteristicas no reproductivas. (Goldman, et al, 2004),

Modelos de medicion del fotoperiodo

Modelo del reloj de arena
Se han propuesto tres modelos principales para interpretar el fotoperiodismo. EI primero se genero

por estudios realizados en floracion de plantas y se le dio el nombre de “modelo del reloj de arena”



en el se asume la acumulacion gradual de un producto quimico en el organismo, de tal forma que en
cierto momento se desencadena una respuesta fisiologica. EI umbral se alcanza cuando el producto
no se degrada; lo cual puede producirse durante la fase oscura y acumularse durante la fase luminosa
o viceversa (figura 2) (revisado en Goldman, 2001).

Este modelo no considera un ritmo endogeno, sin embargo, se comienza a elucidar la accién del
fotoperiodo. Actualmente la idea de este modelo ha perdido importancia en la fisiologia animal
desde que se conoce mejor la organizacion del sistema circadiano y su funcionamiento (Yamazaki,

et al., 2000).
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Figura 2. Esquema que representa el funcionamiento del modelo de reloj de arena. La linea
punteada horizontal indica el umbral que se requiere para que se desencadene una respuesta ante el
estimulo luminoso, tanto en un dia corto como largo. Las barras oscuras indican la fase de oscuridad
y las blancas la fase de luz, mientras que en la parte de abajo se representa la hora del dia. La linea
inclinada representa la acumulacion de alguna sustancia quimica dentro del organismo, la cual da
origen a una respuesta durante la fase de oscuridad Figura modificada de referencia electrénica’.
Modelo de coincidencia externa de Blinning

En 1960, E. Binning propuso que la medicion del fotoperiodo depende de un ritmo diurno
enddgeno, en donde la mitad del ciclo es fotofilica (representa al dia subjetivo), mientras que la
segunda parte es afin a la oscuridad o escotofilica (noche subjetiva). Asi, el cambio en la proporcién
de luz y oscuridad a lo largo del afio, puede tener efectos en los organismos; cuando la luz esta
restringida en el dia subjetivo en los dias cortos o cuando en los dias largos la luz se extiende a la

noche subjetiva (figura 3). Este modelo propone que la luz tiene una funcion dual, por un lado

sincroniza al ritmo de su fase fotosensible y también actia como un estimulo fotoperiodico. Por



ejemplo, durante la primavera, cuando el dia se alarga, la luz coincide con la fase fotosensible y

puede desencadenar respuestas fisiologicas o conductuales (Goldman, 2001).
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Figura 3. Esquema que representa el modelo de Bunning de medicion del fotoperiodo. En la figura A se
observa un ritmo circadiano en oscuridad constante. Las partes claras de las barras representan la fotofase y
las partes oscuras representan la escotofase. En B se representa un dia corto sin luz en la parte sensible a la
osucuridad. En C se observan dias largos con luz que se extiende dentro de la fase sensible a la oscuridad. Es
aqui en donde se presenta la fotoinduccion. Esquema modificado de Biinning, 1960, tomado de Goldman, et
al, 2004.

La teoria de Bunning enfatiza dos funciones probables de la luz en la medicion del fotoperido: la
sincronizacién de un oscilador circadiano y la interaccion con una fase especifica (Goldman, et al,
2004). Este modelo ha sido llamado también modelo de coincidencia externa, pues requiere de la

coincidencia de un estimulo externo (luz), con una fase del ritmo interno que tiene sensibilidad a la

luz.

Modelo de coincidencia interna de Pittendrigh

El modelo nombrado por Pittendrigh como coincidencia interna, se basa en la evidencia de que los
sistemas circadianos son un conjunto de maultiples osciladores, algunos de los cuales deben estar
acoplados a fases especificas del amanecer y otros del atardecer (figura 4); por lo tanto y debido a
que el fotoperiodo cambia con las estaciones, la relacion de fase entre estos subsistemas podria

cambiar también (revisado en Goldman, et. al, 2004). En este modelo se consideran dos osciladores



circadianos que modifican su relacion de fase en funcion de la duracién del dia; de tal forma, que el
grado de la diferencia de fase entre los osciladores determina el tipo de respuesta fotoperiodica

(Goldman, 2001).
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Figura 4. Esquema que representa el funcionamiento del modelo de coincidencia interna. Las barras oscuras
indican la fase oscura y las blancas la fase de luz durante un dia. La onda roja y negra representan osciladores
acoplados entre si, indicada con un circulo gris (relacion de fase), la cual coincide con el comienzo de la
noche en un dia corto; sin embargo, tal relacion cambia al modificarse la duracion de la luz, en un dia largo.
Figura modificada de referencia electrénica’.

Resumiendo, el sistema circadiano genera ritmos diferentes en muchas funciones (actividad,
secrecion hormonal, etc.) dependiendo del fotoperiodo (Elliot y Tamarkin, 1994). Debido a esto se
ha sugerido que la flexibilidad a los cambios estacionales podria lograse si el reloj circadiano esta
compuesto por dos relojes unidos o acoplados entre si (Gorman y Lee, 2002). Muchos mamiferos
responden a los cambios en el fotoperiodo regulando su reproduccion, muda, época de engorda e
hibernacion. En los humanos, se han asociado respuestas conductuales relacionadas con los cambios
en la duracion de la luz, las cuales pueden producir desérdenes afectivos en la poblacién de paises

donde los cambios estacionales suelen ser extremos (McClung, 20072).

Sincronizacion, fotoperiodismo Yy osciladores

Una de las funciones mas relevantes del sistema circadiano es asegurar que la conducta y el

medio interno se ajusten apropiadamente a los eventos ciclicos del ambiente. La sincronizacion del



reloj biolégico proporciona al medio interno un estimado del tiempo externo; por tal motivo, es una
propiedad fundamental para el organismo (Salazar-Juarez, et. al, 2006).

La consecuencia de la sincronizacion, es que el periodo del ritmo bioldgico llega a ser igual o
equivalente al estimulo que lo sincroniza, estableciéndose una relacién de fase estable (y) o angulo
de fase entre el sincronizador y los osciladores sincronizados; esta caracteristica es un criterio para
poder establecer el fendbmeno de sincronizacién. La y es distinta ante diferentes fotoperiodos, dentro
de este enfoque, la estabilidad del &ngulo de fase bajo diferentes ciclos estacionales es un desafio
para el reloj bioldgico (Johnson, et al, 2004). El segundo criterio es que una vez que se regresa al
organismo a condiciones constantes, la fase del ritmo en libre curso debe partir desde la posicion que
presento el Gltimo dia en sincronizacion (Johnson, et al, 2004).

El efecto de un sincronizador sobre los ritmos biologicos depende de la fase del ciclo endégeno en
la que se apliquen los estimulos sincronizantes; es decir, que un mismo estimulo puede producir
adelantos o retrasos en la fase de un ritmo, o bien no afectarla, segin el momento del ciclo en el que
sea aplicado (revisado en Aréchiga, 2003). Un ritmo puede estar aparentemente sincronizado, pero si
después de quitar el estimulo sincronizador, el ritmo en libre curso se restablece con una fase
diferente no es una sincronizacion verdadera sino un enmascaramiento (Aschoff, 1960, revisado en
Golombek y Rosenstein, 2010).

Se han propuesto dos modelos principales para explicar el mecanismo por el cual los relojes
circadianos son sincronizados a los ciclos ambientales; uno de ellos es el modelo continuo, también
Ilamado paramétrico o tonico, el cual se enfoca en la importancia de los cambios graduales en la
intensidad y duracion de los estimulos que existen en el medio ambiente. El segundo tipo es el
modelo discreto, también llamado no paramétrico o fasico, el cual se centra en los efectos de las
transiciones ambientales tales como el amanecer y el anochecer (Johnson, et al, 2004)

Los ritmos diarios son el resultado de una cadena de eventos, dependientes de oscilaciones
internas que “programan” las variaciones de acuerdo a un estricto plan temporal por lo que se han

investigado los osciladores involucrados en el control de un ritmo. En el caso de la actividad
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locomotriz se han propuesto dos osciladores acoplados (figura 5), lo cual podria explicar las
propiedades flexibles del sistema circadiano; un oscilador, denominado E por “Evening” (atardecer)
que se sincroniza y genera eventos circadianos durante el comienzo de la noche (secrecion de
melatonina y aumento de actividad en roedores nocturnos). Este oscilador tiende a tener un periodo
corto; mientars que el otro oscilador, llamado M por “Morning” (mafiana) programa funciones al
término de la noche. El punto importante es que E y M pueden llegar a ser sincronizados de manera
separada por la luz en la noche y la mafiana. En noches cortas, E y M estan comprimidos y se
sobrelapan sus fases, de modo que todas las funciones nocturnas se comprimen. En noches largas,
esta superposicion se reduce, por lo que E y M se expanden, asi como las funciones nocturnas para

poder llenar la noche disponible (Pittendrigh y Daan 1976; y Gorman y Lee, 2002).
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Figura 5. Modelo propuesto por Pittendrigh y Daan (1976) para los osciladores de mafiana (M) y noche (E) y
su comportamiento en mamiferos segun diferentes fotoperiodos. Las curvas representan el tiempo del dia
cuando cada oscilador programa varias funciones nocturnas tales como actividad (en roedores nocturnos). En
noches cortas (a) los dos osciladores son sincronizados dentro de un amplio sobrelapamiento de sus fases, por
lo que la duracion total de estas funciones propias de la noche no es mucho mas larga que la duracion de la
funcion individual de cada oscilador. En ausencia de luz (b), los osciladores se alejan porque sus ritmos en
libre curso son diferentes, E tiende a moverse hacia el inicio de la mafiana y M hacia la tarde. En noche largas
(c), los osciladores adoptan un patron de sincronizacion en el cual se sobrelapan minimamente .Figura tomada
de Gorman y Lee, 2002.

El concepto tedrico de los osciladores E y M, se acompafia por la hipdtesis que indica que
diferentes grupos de células en el NSQ corresponden a los dos osciladores, tal idea surge de

experimentos que han evidenciado que células individuales pueden tener maquinaria circadiana
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individual y que interactian normalmente para regular la actividad de la otra (de la Iglesia, et. al,

2000; Stoleru, et. al; 2005, Inagaki, et. al, 2007, Davidson, et al, 2009).

Relacion entre los cambios luminosos y su efecto sobre los ritmos bioldgicos

Los seres vivos habitan ambientes complejos con variables que fluctian cotidianamente, muchas
de estas variaciones lo hacen a un periodo de 24 horas como consecuencia directa del movimiento de
rotacion de la Tierra. Dentro de los factores abi6ticos que cambian periédicamente, se encuentran la
luz y la temperatura. Secundariamente fluctian también factores biologicos tales como la
disponibilidad de alimento e interacciones en los niveles troficos. Debido a esto, los patrones diarios
tanto bidticos como abidticos tienen un efecto en la complejidad ecoldgica de las comunidades
animales (Daan, 1981). La duracion del fotoperiodo en un dia depende de la latitud de la Tierra y de
los cambios estacionales. Algunos organismos expuestos a estas condiciones suelen presentar
cambios fisioldgicos tales como la maduracion gonadal o la hibernacién (Ruby, 2003; Bonnefont,
2010). El analisis de los efectos del fotoperiodo sobre cambios fisiolégicos como actividad
locomotriz y el perfil del ciclo suefio-vigilia en un roedor con actividad posiblemente diurna, puede
ser Gtil para aproximar preguntas sobre si dichos cambios tienen relacion a lo observado en
humanos; pues se ha relacionado a los cambios en el fotoperiodo con desordenes afectivos (Boivin,
2000; Grandin, et al, 2006; McClung, 2007a).

En mamiferos, el reloj circadiano regula funciones homeostaticas vitales tales como el suefio, la
vigilia, la temperatura, la alimentacion, los ritmos autonomicos y neuroendocrinos al ciclo externo
de luz-oscuridad de 24 horas. Existe la hipétesis de que en los humanos, la relacion entre el reloj
circadiano y el fotoperiodo cambia las relaciones de las fases entre distintos ritmos circadianos en el
mismo individuo; cuando dicha relacion se pierde, puede facilitar el desarrollo de la desordenes

afectivos (Leibenluft y Frank, 2000) entre otras enfermedades.
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Los cambios del fotoperiodo también tienen efectos sobre el ciclo suefio-vigilia, el cual ha sido
empleado como parametro para analizar las probables implicaciones del reloj bioldgico en los
desordenes afectivos. De acuerdo con Borbely (1982) el modelo de regulacion del suefio es el
resultado de la interaccion de dos procesos, uno circadiano que controla el ritmo diario de suefio y
vigilia, y uno homeostéatico que controla la necesidad y cantidad de suefio de ondas lentas (SOL) que
requiere el organismo. Se ha propuesto la hipotesis de que la depresion resulta de una deficiencia en
el proceso homeostatico, lo cual repercute en el control circadiano del suefio (revisado en Leibenluft

y Frank, 2000).

La melatonina y el fotoperiodo

En muchos mamiferos, el sistema circadiano regula un ritmo diario en la secrecion de la hormona
melatonina desde la glandula pineal. La secrecion de melatonina esta completamente restringida a la
noche; sin embargo, el ritmo persiste en condiciones constantes de oscuridad, lo cual indica que esta
controlado por un sistema circadiano (Gorman y Lee, 2002). La sintesis de melatonina es inhibida
por la luz, lo cual se ve reflejado en que los niveles plasmaticos de ésta hormona son bajos durante el
dia.

La glandula pineal en mamiferos, es una estructura localizada en la porcién dorsal de la union
entre el mesencéfalo y el diencéfalo y se caracteriza por presentar forma de cono de pino. La
regulaciéon funcional de la pineal depende principalmente de su innervacion simpatica (Aguilar-
Roblero et al, 2004).

La glandula pineal transmite informacién referente al fotoperiodo del medio ambiente y los
ritmos circadianos a las diferentes glandulas enddcrinas y a diversas estructuras cerebrales por medio
de la modulacion funcional del eje hipotalamo-hipdfisis. La secrecion de melatonina ocurre durante
la fase de oscuridad; de tal forma que el alargamiento o acortamiento del dia tiene consecuencias en

la duracion del pulso de la secrecion de la misma (revisado en Aguilar-Roblero et al, 2004).
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La via neural que se extiende desde el NSQ a la glandula pineal (figura 6), involucra uniones
multisinapticas por la via del ganglio superior cervica,l el cual libera noradrenalina en la glandula
pineal estimulando a los adrenoreceptores 1, y en menor medida a los adrenorreceptores a1l que se
encuentran sobre la superficie de los pinealocitos, provocando la sintesis de adenosin monofosfato
ciclico (AMPc), el cual induce la actividad de la enzima serotonina-N-acetiltransferasa (SNAT)
necesaria para sintetizar melatonina. EI NSQ tiene receptores a melatonina por lo que se sugiere que
la regulacion fotoperiodica de la actividad de la glandula pineal es importante para la adaptacion del

organismo a las estaciones del afio.

Ritmo de melatonina
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Figura 6. Via que representa el recorrido de la informacion fotica desde el ojo hasta la glandula
pineal en rata, desencadenando la secrecion de melatonina. El nucleo supraquiasmatico envia
proyecciones celulares al nacleo paraventricular del hipotdlamo el cual proyecta a la columna
intermedio lateral del la médula espinal en donde éstas neuronas hacen sinapsis con cuerpos
celulares en el ganglio cervical superior y éstas neuronas envian sus proyecciones noradrenérgicas a
la glandula pineal (figura modificada de Klein, et al, 1983).

La luz tiene dos efectos sobre la produccién de melatonina pineal: los ciclos de luz-oscuridad
sincronizan el ritmo de sintesis y una exposicion aguda a la luz durante la noche reduce rapidamente
la actividad de la enzima serotonina-N-acetiltransferasa, deteniendo la sintesis de melatonina
(Dollins, et al, 1994). El patron de melatonina cambia de acuerdo a las estaciones del afio en vida

libre silvestre y tales cambios también pueden reproducirse en laboratorio simulando la duracion del
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dia (Bartness y Goldman, 1989). La duracién de la secrecion de melatonina es corta en dias largos
como en el verano y larga en dias cortos como ocurre durante el invierno (Bartness y Goldman,
1989).

En ratas mantenidas en oscuridad constante, se ha observado que la inyeccion diaria de
melatonina es capaz de sincronizar la actividad locomotriz (Armstrong, 1989). También se sabe que
esta hormona juega un papel durante el funcionamiento del ciclo suefio-vigilia, pues la secrecion
nocturna se ha asociado con el comienzo y facilitacion del suefio en mamiferos diurnos,
principalmente en el humano; de tal forma que cambios en ésta pueden conducir a trastornos de
suefio (revisado en Dijk y von Shantz, 2005). Por otra parte, estudios realizados en roedores
mutantes incapaces de sintetizar melatonina no se presentan grandes cambios en el ciclo suefio-
vigilia (Huber, et. al, 2000). Mouert et al. (1974) tampoco encontr6 cambios en ratas
pilnealictomizadas pero reportd un incremento en el suefio de MOR durante el periodo de oscuridad;
mientras que Mendelson y Bergmann reportaron un pequefio aumento en SOL pero sin ningun
cambio en MOR (2001). Un estudio reciente con ratas pinealictomizadas bajo condiciones de LO
12:12 demostré que no hay alteraciones significativas en la proporcion temporal en vigilia, SOL y
MOR durante un registro de 24 horas continuas por lo que se sugiere que la melatonina no tiene una
influencia sobre los mecanismos que regulan el ciclo suefio-vigilia en rata (Fisher y Sugden, 2010).

En todos los mamiferos estudiados hasta la fecha, el aumento nocturno en la produccion de
melatonina pineal refleja el ciclo ambiental de luz-oscuridad, independientemente de que el animal
sea de actividad diurna o nocturna (Gillette y McArthur, 1996).

En condiciones de sincronizacion, la relacion de fase entre el ritmo circadiano enddgeno de
melatonina y el ciclo suefio-vigilia se mantienen estables, ya que el marcapasos circadiano se opone
a la disminucion de las funciones neuroconductuales asociadas por la acumulacién del suefio durante
la vigilia. La asociacién del suefio con el ritmo de secrecién de melatonina ha sido confirmada en
personas ciegas en las cuales el marcapasos circadiano no esta sincronizado. Se ha observado que el

aumento en la secrecidén de melatonina, coincide con la disminucion de la vigilia (Dijk y Cajochen
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1997). Diversos estudios han demostrado que el marcapasos circadiano regula los ritmos de sintesis
de melatonina, termorregulacion, consolidacion del suefio y activacion cerebral durante la vigilia,
posiblemente mediante un mecanismo de retroalimentacion desde la glandula pineal hacia el
marcapasos circadiano y centros termoreguladores en el hipotadlamo (revisado en Cajochen, et al,
2003).

En resumen, se sabe que la produccién de melatonina pineal en mamiferos es controlada por el
marcapasos circadiano localizado en el NSQ, el cual se sincroniza con el ciclo de luz-oscuridad. A
su vez, la melatonina estimula a los receptores ubicados en el NSQ y se establece un mecanismo de
retroalimentacion negativa que modula las funciones de alerta dependientes del NSQ. De esta forma,
la melatonina es una hormona cronobidtica en humanos, debido a su capacidad de alterar ciertos

ritmos (Redman, et al, 1983; Lewy, et al, 1992 y Gillette, et al, 1996).

El ciclo sueno-vigilia

Para referirse al ciclo suefio-vigilia, podemos definir a grandes rasgos al suefio como un estado
caracterizado por poca movilidad, una reducida respuesta ante los estimulos externos (es decir, en
elevado umbral para despertar) y una postura estereotipada propia de la especie. En los estudios
pioneros de éste fendmeno se considerd que el estado de suefio indicaba una baja actividad, siendo
pasivo; sin embargo, rapidamente esta idea fue modificada al conocerse que es un estado activo, en
donde la amplitud de los cambios en el metabolismo cerebral y la actividad neuronal que ocurre
durante el suefio, llegan a ser semejantes a la que se presentan durante la vigilia. El suefio tiene una
funcidn vital en los organismos, pues se sabe por experimentos en roedores que la falta de éste puede
ocasionar la muerte mas rapidamente que la privacion de alimentos (revisado en Siegel, 2005).

La organizacion ciclica del suefio varia dentro y entre las especies. La duracion de cada etapa de
suefio entre SOL-MOR aumenta con el tamafio del cerebro y del desarrollo de la corteza cerebral a

través de las especies. La profundidad y proporcion de SOL en cada ciclo también incrementa con la
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maduracion cerebral. El ciclo suefio-vigilia se repite aproximadamente cada 90 minutos en muchos
mamiferos. En humanos adultos y primates no humanos, la distribuciéon del periodo de suefio es
circadiana y monofasica, es decir, que se presenta como un tiempo continuo y definido durante el
dia, pero en el raton, la rata y el gato la distribucién circadiana del periodo de suefio es polifasica
(revisado en Datta y MacLean, 2007).

Una herramienta de gran importancia para el analisis del suefio es el electroencefalograma (EEG),
el cual permite el registro de la actividad eléctrica del cerebro y representa una serie de sefiales
cuantificables del estado de actividad (revisado en Drucker-Colin y Prospero-Garcia, 1990); con el
uso del EEG se marcé el comienzo de la era cientifica moderna en la investigacion del suefio, que
proporciona la estructura de nuestros conceptos actuales de identificacion objetiva de los estados del
suefio. Los primeros analisis realizados con EEG fueron hechos en humanos, posteriormente, Klaue,
en 1937, comenzd a usar modelos animales y reconocid que el progreso del suefio presenta una
secuencia caracteristica: un periodo de suefio ligero, durante el cual la corteza produce ondas
cerebrales lentas, sequido de un periodo de suefio profundo, en el cual la actividad cortical se acelera
(revisado en Datta y MacLean, 2007). Durante los afios 50°s y una vez conocido que el suefio consta
de dos etapas, Aserinsky y Kleitman analizaron en humanos, la etapa profunda y descubrieron que
durante la fase de actividad cerebral se presentan movimientos oculares rapidos a la cual se le
nombro MOR (también denominada suefio paraddjico debido a que la actividad del EEG es
semejante a la que se observa en vigilia). Los primeros movimientos oculares rapidos se presentan
usualmente entre los 90-120 minutos después del comienzo del suefio. Los trabajos extensivos
realizados por Kleitman con Dement, llevaron a la caracterizacion de la etapa previa al MOR, la del
suefio de ondas lentas (SOL) o no-MOR que en humanos consta de 4 estados (revisado en Datta y
MacLean, 2007).

En la rata, el estado de vigilia es caracterizado en el EEG por ondas de una baja amplitud de
voltaje y con frecuencias en el rango de 12-60 Hz; hay presencia de tono muscular y los umbrales

para responder a estimulos son bajos. En el SOL se presenta una disminucién de la interaccion con el
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ambiente, de la actividad y del tono muscular, asi como la adopcion de una postura adecuada para
conservar el calor; el EEG presenta ondas de baja frecuencia (1-4Hz) y alta amplitud, asi como
husos de suefio, ambos generados por una actividad sincronizada de neuronas talamicas y corticales
(revisado en Montes-Rodriguez, et al, 2006). A diferencia del humano, en los roedores mas
estudiados (rata y raton) hay dos estados de SOL (I y II). SOL-I se identifica por la presencia de
husos de suefio (ondulaciones crecientes-decrecientes de 12-16 Hz con duraciones de 0.5-1.0
segundos) y SOL-1I (también llamado suefio delta) se identifica por la presencia de ondas de gran
amplitud (150-250 pv) y de baja frecuencia (0.1 — 4.0Hz) en el EEG cortical (revisado en Datta y
MacLean, 2007).

En forma periddica y siempre posterior al SOL, se presenta el suefio MOR, el cual se observa a
través del EEG cortical como un patrén de ondas de alta frecuencia y baja amplitud que tienen un
rango de 4-12 Hz, similares al patrén que se observa durante la vigilia; tales ondas son conocidas
como ondas theta hipocampales. Este estado se reconoce por que en un electrooculograma
simultaneo al EEG, coinciden los movimientos oculares rapidos mientras que en el electromiograma
de musculos posturales, se presenta disminucion del tono de los musculos antigravitatorios. Otras
dos sefiales fisioldgicas que también han sido usadas para identificar el suefio MOR son el ritmo
theta en el hipocampo y los potenciales de campo de punta en el puente (ondas P), en el nucleo
geniculado occipital y corteza occipital (Ilamado como pontogeniculo occipital PGO) en particular

en el gato (revisado en Datta y MacLean, 2007).

Fisiologia del suefio

El mecanismo que controla el suefio y la vigilia representa un conjunto de respuestas que
involucran diversas areas del cerebro y que son generadas por mecanismos complejos. En mamiferos
existen multiples sistemas que promueven y mantienen la vigilia.

De los primeros estudios sobre la fisiologia del suefio, se encuentran los trabajos realizados por

Von Economo en 1930, donde se describieron algunos de los centros reguladores del suefio y la
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vigilia; él propuso al area preoptica hipotalamica (POA) como un area critica para la produccion de
un suefio normal y al hipotalamo posterior (PH) para el despertar. EI POA es la Unica estructura
cerebral que cumple con los criterios necesarios y suficientes para ser considerada un centro de
induccion al suefio (hipnogeénico) pues la estimulacion de las neuronas que existen aqui promueve el
suefio (Vassalli, et al, 2009). Mientras que la vigilia requiere de una compleja red de neuronas y
neurotransmisores que se diseminan desde el tronco cerebral superior hasta el prosencéfalo basal,
éstas incluyen los neurotransmisores acetilcolina, noradrenalina, serotonina, histamina y
recientemente descubiertas orexinas o hipocretinas, (revisado en Fort, et al, 2009). En conjunto,
estas redes a traves de sus proyecciones ascendentes hacia la corteza, forman el sistema reticular
activador ascendente (SRAA) que controla la vigilia reflejandose en su bajo voltaje, alta frecuencia 'y
activacion cortical (Moruzzi, 1949, revisado en Fort, et. al, 2009). El sistema activador de la vigilia
incluye la activacion de proyecciones ascendentes cerebrales a la corteza cerebral y proyecciones
descendentes hacia la médula espinal; los circuitos neuronales que activan los sistemas estan
localizados en el tallo cerebral, hipotalamo, tdlamo y cerebro basal anterior. Fue gracias a los
trabajos de Moruzzi y Magoun (1949), que se demostré que el SRAA regula el despertar y que
consiste en poblaciones de neuronas que corren a través de la formacion reticular mesencefalica y la
pontina (Saper, et al, 2005). A lo largo del tallo cerebral se localizan dos nucleos, el tegmental
pedunculo pontino (PPT) y el tegmental latero dorsal (LDT) los cuales han sido hombrados como
nucleos parabranquiales (PB) (Siegel, 2005), que envian proyecciones colinérgicas excitadoras al
nacleo cortical y reticular del talamo. Una vez que se activan los nlcleos PB, la vigilia se regula por
dos vias: dorsal y ventral. La primera es un camino ascendente hasta el tdlamo que activa las
neuronas de relevo, que son cruciales para la transmisién de la informacion a la corteza cerebral. La
via dorsal se origina de las células monoaminérgicas en la porcién superior del tallo cerebral y del
PH; en esta via participa el nucleo noradrenérgico Locus Coeruleus (LC), neuronas dopaminérgicas
de la sustancia gris periacueductal (VIPAG), nlcleos serotoninérgicos del rafe dorsal (DR) y medial;

ademaés de las neuronas histaminérgicas del ndcleo tuberomamilar (TMN); éstos nlcleos proyectan
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al hipotalamo lateral (LH) y a la corteza cerebral. EI LH contiene dos poblaciones celulares que
poseen neurotransmisores que contribuyen a la regulacion de la vigilia: las orexinas y hormona
concentradora de melanina (MCH); éstas ultima se encuentran mas activas durante suefio MOR
(Saper, et al, 2005).

Como ya se menciono, durante la vigilia también se encuentran muy activas las neuronas
orexinérgicas y especialmente durante la actividad motora, cuando los animales se encuentran
explorando el medio ambiente (Mileykovsky, et al, 2005). Estas neuronas tienen proyecciones
ascendentes hacia la corteza cerebral y descendientes hacia todos los grupos celulares
monoaminérgicos del sistema activador (revisado en Saper, et al, 2005).

En 1996 se establecio el papel del nicleo predptico ventrolateral (VLPO), el cual es un pequefio
nucleo neuronal localizado en la parte ventral del POA y se ha observado que las neuronas de esta
region son activas durante el suefio y contienen los neurotransmisores inhibitorios galanina y GABA
(Gauss, et al, 2002). Por medio de estudios hechos con marcadores tempranos de genes (c-Fos) se ha
mostrado que la densidad de neuronas marcadas positivamente en VLPO y en el nucleo medio
predptico (MnPn) durante el suefio, tienen una correlacion positiva con la cantidad y consolidacion
del suefio. Las neuronas del VLPO podrian ser responsables de la induccion del suefio mientras que
las neuronas del MnPn podrian tener un papel en el control homeostatico del suefio (Gvilia, et al,
2006). Las neuronas que se extienden desde VLPO se proyectan hacia en LC y DR, y se siguiere que
son estructuras importantes para bloguear el suefio SOL (Lu, et al, 2002). Por otra parte, el grupo de
neuronas de VLPO son inervadas en gran medida por neuronas histaminérgicas, las cuales estan
fuertemente vinculadas a las transiciones entre la vigilia y el suefio SOL. EI VLPO también recibe
aferencias inhibitorias de cada uno de los grandes sistemas monoaminergicos: noradrelina y
serotonina; ademas las neuronas de la regidon tuberomamilar contienen GABA, el cual es inhibitorio
para el VLPO. Por lo tanto el VLPO puede ser inhibido por los mismos sistemas de excitacion que
se inhiben durante el suefio (revisado en Saper, et al, 2005). Algunos experimentos en animales han

demostrado que las lesiones en VLPO reducen el suefio MOR y SOL (Lu, et al, 2002).
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Se ha sugerido que la aparicion del SOL es debido a la actividad de las neuronas del area
predptica media que contiene GABA y proyectan hacia los nucleos LC y NR; dichas proyecciones
GABAérgicas inhiben la actividad histaminérgica de grupos neuronales ubicados en el ndcleo
tuberomamilar (Gervasoni, et al, 1998) asi como otras sefiales noradrenérgicas y colinérgicas que se
presentan durante la vigilia (revisado en Fort, et al, 2009).

En pocas palabras, cuando las neuronas del VLPO comienzan con sus disparos al inicio del suefio,
podrian estar inhibiendo a las neuronas promotoras de la vigilia. Por el contrario, durante la vigilia,
las neuronas promotoras presentan un alto indice de disparo inhibiendo a las neuronas del VLPO. La
interaccidn reciproca inhibitoria de estos sistemas proporciona un mecanismo para el mantenimiento
de una de las dos configuraciones estables por medio de un mecanismo de “flip-flop” (revisado en
Fort, et al, 2009). De esta forma el mecanismo seria el siguiente: segun la evidencia hasta el
momento, las neuronas del VLPO y del MnPn son las responsables del inicio y mantenimiento del
suefio; dichas neuronas podrian ser inhibidas por entradas noradrenérgicas y colinérgicas durante la
vigilia. Neuronas del VLPO y MnPn comienzan a disparar al inicio del suefio (somnolencia) en
respuesta a sefiales homeostaticas (adenosina y serotonina) y circadianas (aferencia del NSQ) la
lenta eliminacion de las influencias excitatorias podria resultar en una disminucién progresiva del
disparo de las neuronas en VLPO dando lugar a la activacion de los sistemas promotores de la

vigilia) (figura 7).
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Figura 7. Modelo de las redes responsables de la vigilia, suefio de ondas lentas (SOL) y suefio de
movimientos oculares rapidos (MOR). Abreviaturas: 5HT: serotonina; ADA: adenosina; DPGi: ndcleo
reticular paragigantocelular dorsal; dDPMe: nlcleo reticular mesencefalico profundo; DRN: nlcleo del rafé
dorsal; GABA: acido y amino-butirico; GiV: nucleo reticular gigantocelular ventral; Gly: glicina; Hcrt:
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supraquiasmatico; SLD: nucleo sublaterodorsal; TMN: nucleo tuberomamilar; VIPAG: éarea periacueductal
ventrolarelal gris; VLPO: nucleo predptico ventrolateral (Imagen modificada de Fort, et al, 2009).
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En mamiferos, el SOL presenta una actividad cortical sincronizada que se caracteriza por husos y
ondas lentas en el EEG producidos por potenciales sinapticos sincronizados en neuronas corticales;
ademas se da una baja en la frecuencia cardiaca y presion arterial, debida a la disminucion de la
actividad simpatica; sin embargo, la actividad parasimpéatica aumenta. Mientras tanto, en la fase
MOR del suefio, la temperatura del cerebro y el metabolismo presentan un aumento, el tono
muscular disminuye y la actividad neuronal es desincronizada y similar a la vigilia en el EEG. Las
fases MOR y SOL alternan ciclicamente durante el suefio.

El tronco del encéfalo es necesario para desencadenar y mantener el suefio MOR; posteriormente
se demostré que la parte dorsal de los nucleos pontinos orales (PnO) y caudales (PnC) contienen
neuronas responsables del inicio del suefio MOR y que muchas neuronas del LC presentan actividad
por lo que se les ha Ilamado neuronas de encendido de suefio MOR (on-MOR). Las neuronas on-
MOR envian proyecciones glutamatérgicas que generan la disminucién del tono muscular (revisado
en Fort, et al, 2009).

Puesto que el ciclo suefio-vigilia es un ritmo circadiano, los desordenes en éste ritmo son
definidos por una alteracion de la relacion de fase entre el sistema circadiano intrinseco y el ciclo
ambiental de luz-oscuridad, lo que da como resultado un patrén anormal del ciclo suefio-vigilia

(Fahey y Zee, 2006).

Regulacion homeostética y circadiana del suefio

Una de las caracteristicas observadas comunmente del suefio de los mamiferos es que aparece
durante un tiempo predecible en un ciclo de 24 horas. En humanos, el suefio ocurre a medida que
disminuye la luz del dia y se acerca la noche, aumentando la sensacion de somnolencia que
eventualmente origina el deseo de dormir. Este patron de suefio manifiesto indica que estan
involucrados mecanismos circadianos reguladores en el proceso del momento de dormir, el cual es

especie-especifico y sigue una regla general: los organismos permanecen activos durante las horas
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en que la oportunidad de adquirir los alimentos supera al riesgo de la depredacion y el suefio se da
cuando la necesidad de estar en vigilancia es minima (revisado en Datta y MacLean, 2007).

Como ya se menciono, la regulacion del suefio es similar en varias especies de mamiferos,
incluyendo a los humanos, pues ocurre predominantemente en una porcion especifica de un ciclo de
24 horas, en donde el suefio SOL y MOR alternan de una manera ciclica. Otra caracteristica es que
tanto en animales diurnos, como nocturnos se ha observado que la actividad de ondas lenta es alta al
comienzo del mayor periodo de suefio y va declinando durante éste. Por otra parte,en animales con
una distribucidn relativamente policiclica de 24 horas de suefio y vigilia (gatos, conejos, cobayos) la
distribucion de ondas lentas es mas bien uniforme (Tobler y Scherschlicht, 1990). El patron
polifasico es una caracteristica tipica en muchos mamiferos y también se presenta en humanos
durante las primeras etapas del desarrollo (Kleitman y Engelmann, 1953 revisado en Tobler, et al,
1992).

El patron de consolidacién del suefio estd fuertemente influenciado por el tiempo de exposicion a
la luz y a la oscuridad. La exposicion diaria a la luz restablece la fase de las neuronas en el NSQ y
éstas a su vez envian proyecciones multisinapticas a centros de suefio y vigilia en el cerebro para
determinar la duracién del suefio y la vigilia (Gooley, 2008). La regulacién y mantenimiento del
suefio, estd dada por un proceso homeostatica (proceso S) y otro circadiano (proceso C); este modelo
fue propuesto por Borbely y cols. (figura 8).

Como ocurre con otros sistemas homeostaticos que tratan de regresar a un punto de ajuste cuando
son perturbados, la privacion de suefio es seguida por una recuperacién extra de suefio, que es a su
vez proporcional a la pérdida de suefio (Saper, et al, 2005). Se piensa que la influencia homeostéatica
es debida a alguna estructura o sustancia que acumula la “necesidad a dormir” durante la vigilia
prolongada; sin embargo el mecanismo aun es incierto. Se ha propuesto la adenosina como el
acumulador homeostéatico de esa necesidad a dormir, pues en algunos experimentos en donde esta
sustancia ha sido inyectada en VLPO se observa que promueve el suefio (Strecker, et al, 2000);

entonces la adenosina y quiza otras sustancia promotoras de suefio deben llevar a cabo la activacion

25



del VLPO, lo cual es necesario para desencadenar un episodio de suefio (revisado en Saper, et al,
2005). Por lo anterior, el SOL es considerado como un proceso homeostatico en la regulacion del
ciclo suefo-vigilia (Tobler y Borbély, 1990).

Por otra parte, la regulacion circadiana del suefio se refiere a la regulacion del ciclo en funcién de
los ritmos circadianos y los ciclos ambientales, determinando la fase de inicio y fin de suefio. El
proceso C se manifiesta por una tendencia a incitar el suefio en la fase en que desciende la
temperatura durante su ciclo endégeno, mientras que el término del suefio se da cuando ésta
incrementa (Jin, et al, 1999).

Es importante mencionar también que una vez que se establece el suefio, se presenta un ritmo
ultradiano dado por la alternancia de los estados de suefio MOR y SOL,; sin embargo, conforme
transcurre la noche existe la tendencia de que los episodios de suefio MOR sean mas frecuentes y de
mayor duracién (figura 8). En humanos, una vez que se consolida el episodio de suefio, la oscilacion
de SOL y suefio MOR tiene un periodo aproximado de 90 minutos, este ritmo ultradiano es generado
por la interaccidn reciproca de estructuras aminérgicas y colinérgicas en el tallo cerebral (Dijk y von

Shantz, 2005).
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Figura 8. Representacion de la regulacion del ciclo suefio-vigilia dada por el proceso homeostéatico,
circadiano y ultradiano (modificado de Borbely). La gréafica superior indica la regulacion homeostatica, al
centro la circadiana (S representa el periodo de suefio total; V representa vigilia) mientras que abajo se
muestra como se distribuyen los ciclos ultradianos de MOR-SOL durante el suefio. Figura tomada de Borbely,
et al, 2001.
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Bajo condiciones normales, el NSQ se reajusta diariamente debido a la informacion fética que
llega a la retina y por la secrecion de melatonina desde la glandula pineal durante la noche; estas
sefiales temporales mantienen la sincronia del reloj con el ciclo externo de luz-oscuridad.

El vinculo entre el NSQ y el suefio es tema de varias investigaciones. Se sabe que el NSQ presenta
proyecciones hacia VLPO vy las neuronas de orexinas (Chou, et al, 2002); sin embargo, la mayor
parte de sus proyecciones se dirigen hacia la zona adyacente subparaventricular (SPZ) y el nucleo
dorsomedial hipotalamico (DMH). Lesiones celulares especificas en la parte ventral de la SPZ,
ocasionan alteraciones en el ritmo circadiano del ciclo suefio-vigilia asi como en la actividad
locomotriz, pero tiene efectos minimos en el ritmo de temperatura corporal. Por el contario, lesiones
en la parte dorsal de la SPZ alteran el ritmo de temperatura pero no el del suefio ni de la actividad
locomotriz (Lu, et al, 2002). La SPZ también presenta proyecciones hacia el VLPO, hacia las
neuronas orexigénicas y hacia otros componentes reguladores del sistema suefio-vigilia; sin
embargo, la region que recibe la mayoria de las inervaciones es el DMH. Las proyecciones del DMH
hacia el VLPO son GABAérgicas (por lo que posiblemente promueven la vigilia para inhibir el
suefio), mientras que las proyecciones hacia el LH contienen glutamato y hormona liberadora de

tirotropina (revisado en Saper, et al, 2005) (figura 9).
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Figura 9. Diagrama que ilustra la regulacion integradora del NSQ hacia diversos centros hipotalamicos. El
NSQ (SCN en el esquema) es el reloj biolégico que tiene salidas hacia sistemas que regulan el suefio. Una de
estas salidas es hacia la zona ventral (vSPZ) y dorsal (dSPZ) de la zona subparaventricular y al nucleo
dorsomedial (DMH) del hipotadlamo; en este Gltimo se integra la informacién para llevar a cabo los ritmos
circadianos de suefio, actividad, ingesta de alimento y secrecion de corticosteroides. El ciclo de temperatura
se debe a las proyecciones de dSPZ hacia el area predptica media (MPO); mientras que para el suefio son
proyecciones desde DMH hacia el nucleo predptico ventrolateral (VLPO). Figura modificada de Saper, et al,
2005.

La melatoninay el suefio

La melatonina es un sincronizador endogeno que transmite la informacion fotoperiodica al
organismo, de tal forma que ésta puede inducir cambios de fase en ritmos que dependen de ella. En
humanos, cuando se administra melatonina al mediodia, induce un adelanto de fase de su propio
ritmo afectando al ciclo suefio-vigilia, lo cual tiene una gran utilidad terapéutica para resincronizar
ritmos alterados (revisado en Escames y Acufa-Castroviejo, 2009); tales efectos de la melatonina,
son comparables a los de hipnoticos administrados en el mismo momento (Stone, et al, 2000). Por lo
tanto, existe una relacion de fase entre el ritmo de melatonina y el ciclo suefio-vigilia que da lugar a

una funcién neurobioldgica mas adecuada.
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En el humano se ha observado que cuando ocurre un aumento en el estado de somnolencia
también se presenta un aumento de los niveles de melatonina, la cual se correlaciona con un
descenso de la temperatura corporal tipico de esta fase (Cacochen, et al, 2002). La vasodilatacion
selectiva de las regiones distales de la piel (y por lo tanto la pérdida de calor) puede contribuir al
comienzo del suefio (Krauchi, et al, 2000, Gilbert, et al, 1999); por lo que la melatonina ha sido
utilizada para restaurar alteraciones del suefio (Dollins, et al, 1994). En resumen, la melatonina
enddgena desempefia un papel importante en la regulacion circadiana del suefio, por lo cual es
considerada como un cronobidtico, es decir, una sustancia que actia como un regulador de la fase
del reloj circadiano y concretamente del ciclo suefio-vigilia(Axelrod, et al, 1964).

Por otra parte, una serie de alteraciones del sistema nervioso central causan disfunciones del reloj
bioldgico que se correlacionan con alteraciones del ciclo suefio-vigilia; algunos ejemplos de estas
son: trastorno afectivo estacional, depresion mayor y Alzheimer (revisado en Escames y Acufia-

Castroviejo, 2009).

El Jerbo

Biologia y distribucion geogréfica. El jerbo de Mongolia es originario del Noreste de China y del
Este de Mongolia (44°N, 116°E), asi como de partes adyacentes de Siberia; éstas zonas son secas,
arenosas, con escasa vegetacion y temperaturas que van desde muy altas hasta por debajo de cero
grados centigrados, lo cual ocasiona cambios ambientales tanto diarios como estacionales; sin
embargo, el jerbo ha sido capaz de resistir a las fluctuaciones ambientales por medio del desarrollo
de diversos mecanismos de adaptacion ecoldgicos, conductuales, fisioldgicos y morfoldgicos. Se ha
observado que es capaz de tolerar un amplio rango de temperatura; por lo que posee un mecanismo
termorregulatorio bien desarrollado (Klir, et al, 1990).

El jerbo Mongoliano pertenece al orden Rodentia, suborden Myomorpha, superfamilia Muroidea,

familia Cricetidae, subfamila Gerbillinae, género Meriones y especie unguiculatus (Mervan, 1994).
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Los jerbos son animales que viven en colonias y presentan una organizacion social bien estructurada,
viven en grupos que van de los 2 a los 17 individuos y se constituyen de miembros juveniles,
hembras y machos adultos (Agren, et al, 1989).Se alimentan principalmente de hojas y hierbas;
aunque también pueden comer pasto y raices; ademas de que suelen almacenar granos y semillas
durante el invierno, pues no hibernan (Agren, et al, 1989). Se sabe que esta especia alcanza su
pubertad entre los 45-60 dias de edad. Observaciones conductuales sugieren que los jerbos son
socialmente mon6gamos y cooperativos durante la crianza y presentan su época reproductiva durante
el comienzo del verano (revisado en Liu, et al, 2009).

Los jerbos muestran una conducta inquieta, suelen ser muy curiosos y pasan gran parte del tiempo
rascando. Estos animales fueron introducidos al continente americano con fines experimentales por
el Dr. Victor Schwentker en 1954 (Bradley y Pence, 1994).

Otra caracteristica particular de los jerbos, es que suelen presentar ataques epilépticos espontaneos
ante una variedad de estimulos; lo cual también ha contribuido a su estudio como modelo

neuroldgico de epilepsia (Loskota y Lomax, 1975).

Respuestas fotoperiddicas en el jerbo de Mongolia

El jerbo de Mongolia es un roedor que en condiciones naturales estd expuesto a cambios
estacionales anuales. En los primeros estudios de laboratorio, y de acuerdo a su perfil de actividad,
fue reportado como un roedor nocturno (Roper, 1976); bajo condiciones naturales de iluminacion,
Pietrewicz y cols. (1982) encontraron un patron de actividad preferentemente crepuscular y bimodal;
dicha bimodalidad también fue reportada con anterioridad en un estudio de conducta espontanea
rotacional (Schonfeld y Glick, 1980); mientras que en estudios recientes se reportaron
principalmente diurnos, debido a que se presenta mas actividad durante la fase de luz (Refinetti,
1999, 2007; Juarez-Tapia, et. al, 2010). Asimismo han sido objeto de estudio en conductas
relacionadas con ansiedad y depresion, mismas que parecen tener un vinculo con los efectos del

fotoperiodo en humanos (Varty, et al, 2002; Bridges y Starkey, 2004; Einat, et al, 2006; Fonken, et
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al, 2009; Azhkenazy, et al, 2009), por lo que es de gran interés caracterizar la respuesta de éste, ante
condiciones luminosas de fotoperiodos extremos a los que estd naturalmente expuesto, asi como la
integracion de estas respuestas con el ciclo suefio-vigilia; pues tal ciclo se considera un reflejo del
estado homeostatico en el organismo. Lo anterior sitda a los jerbos como un modelo interesante para

el estudio de afecciones relacionadas con el fotoperiodo como con el ciclo suefio-vigilia.

El jerbo como modelo de estudio en ritmos circadianos y suefio

Se sabe que en los jerbos, la glandula pineal tiene una sintesis baja de melatonina durante el dia y
presenta un pico durante la segunda mitad del periodo de oscuridad, el cual se correlaciona con la
actividad electrofisioldgica de los pinealocitos (Stehle y Reuss, 1988).

El jerbo Meriones unguiculatus, presenta actividad locomotriz dispersa a lo largo del nictémero
con una aparente actividad ultradiana. La conducta de marcaje de aroma en los jerbos machos
muestra un patron caracteristicamente diurno; pues durante la fase de luz en un ciclo artificial de
LO12:12, tal conducta se incrementa aproximadamente lo doble en comparacion con la fase de
oscuridad. Por otra parte, el olfateo y la actividad locomotriz en campo abierto tienen un patrén
similar al del marcaje de aroma, aunque menos prominente (Probst, et al, 1987). Hasta el momento
existen controversias con respecto a que el jerbo es nocturno, crepuscular o diurno (Klauss, et al,
2000, Refinnetti, 2006). Klauss et al (2000) reporta que el ritmo de actividad presenta un libre curso
con periodos predominantemente cortos a bajas intensidades de luz (5 lux) y largos en luz intensa
(450 lux). La cantidad diaria de actividad es 12 veces mayor en baja intensidad de luz que en alta y
no hay evidencias que animales en la misma camara se sincronicen entre ellos. Lo anterior sugiere
que los jerbos son predominantemente nocturnos y fotosensibles; mientras que Refinetti (2006) los
reporta predominantemente diurnos. En otro estudio realizado en condiciones de luz natural y en un
ambiente social, los jerbos muestran un comportamiento crepuscular y un ritmo de actividad
bimodal, pues se observé mayor actividad durante las horas correspondientes al amanecer y el

anochecer (Pietrewicz, et al, 1982). Los informes de campo sugieren que los jerbos son diurnos,
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aunque son activos tanto en la noche como en el dia durante el afio con una tendencia hacia un
habito crepuscular; los jerbos pueden ser observados a cualquier hora del dia, pero es mas facil
verlos durante la puesta de sol. Ademas son mas activos en ruedas de actividad durante la fase
oscura en un fotoperiodo 12:12 (Susic y Masirevic, 1986).

Un antecedente que debe destacarse es que el jerbo es un organismo fotosensible. Se sabe que el
fotoperiodo largo, mayor a 10 horas, estimula el crecimiento del tracto reproductivo (ovarios,
oviductos, utero y vagina); mientras que fotoperiodos menores de 8 horas inhiben el crecimiento
tanto en testiculos como en Utero (Devries, et al, 1989; Karakas, et al, 2005), sugiriendo que estos
efectos son mediados por la melatonina, lo que permite considerarlo como un animal fotoperiddico
en términos de reproduccién.

En los estudios hechos en suefio en jerbos por Susic y Masirevic (1986) se ha reportado que
durante la vigilia presentan un EEG con ondas de bajo voltaje, alta frecuencia y presencia de ondas
theta. Durante el suefio, los jerbos adoptan una postura esterno-abdominal, con la cabeza
completamente escondida bajo el cuerpo y el cuerpo entre las virutas de madera, la cual se asocia
con la aparicion de los husos (9- 14Hz) y ondas lentas de gran amplitud en el EEG y una actividad
reducida pero sostenida de los musculos. Durante el suefio MOR se da una oscilacion de bajo
voltaje, ondas rapidas, un ritmo theta regular (7-9Hz) y disminuye la actividad muscular; mientras
que conductualmente se observan movimientos frecuentes del ojo y mioclonias bruscas. Estos
autores reportaron también un ritmo circadiano en vigilia, SOL y MOR en los jerbos, con mayor
MOR durante la fase de oscuridad y de SOL durante la fase de luz y viceversa; asi como una
disminucion de ambos estados durante la transicién de luz-oscuridad, observando una ligera
tendencia de los jerbos a dormir mas durante la fase de luz que en la de oscuridad.

En un estudio comparativo con ratas Wistar, se observo que los jerbos presentan menos tiempo de
MOR vy que la mayoria de los episodios de SOL van acompafiados por vigilia; mientras que aquellos

episodios de SOL que preceden a MOR fueron menos y de larga duracién (Ambrosini, et al, 1994).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El jerbo mongoliano presenta respuestas fotoperiodicas relacionadas con su ciclo reproductivo.
Los estudios realizados respecto a su perfil de actividad son contradictorios y parecen tener una
fuerte relacién con el protocolo de luz utilizado, aunque principalmente presenta una estructura
irregular en su actividad locomotriz diaria y los antecedentes de la estructura del suefio son escasos
(Susic y Masirevick, 1986; Ambrosini, et al, 1994).

Segun observaciones de estudios hechos en rata y humano se presentan cambios en la distribucion
de la actividad locomotriz y la distribucion temporal del ciclo suefio-vigilia conforme a la
estacionalidad y por lo tanto las condiciones luminosas (Franken, et al, 1995, Wehr, 1991).

Los estudios de fotoperiodismo realizados hasta el momento no consideran la exploracion de la
actividad ante una exposicion gradual a los cambios en la proporcion de la fotofase, los cambios
abruptos pueden afadir un factor de estrés que podria afectar la arquitectura del ciclo de actividad-
reposo o bien no reflejaria una fase estable de osciladores periféricos al nuevo fotoperiodo segun el
esquema de los osciladores My E (Pittendrigh, 1960, revisado en Pittendrigh y Daan, 1976).

La irregularidad en la distribucién de la fase de actividad, ademas de sus respuestas reproductivas
ante cambios en el fotoperiodo, hacen del jerbo mongoliano una especie en la que pudieran
aproximarse estudios de desérdenes en el ciclo suefio-vigilia e incluso de desordenes conductuales
relacionados con el fotoperiodo y con el ritmo circadiano de la actividad locomotriz ambulatoria
libre; por lo cual en el presente trabajo se evaluaron los efectos del fotoperiodo sobre la actividad

locomotriz y el ciclo suefio-vigilia.

HIPOTESIS:
w+ Si el jerbo de Mongolia es una especie fotoperiddica, entonces las caracteristicas de su perfil
de actividad locomotriz y organizacion basica del suefio seran distintas de acuerdo con el
fotoperiodo al que se expone, de tal forma que la longitud del periodo de luz determinara su

preferencia de fase activa (nocturno o diurno).

33



w Si el fotoperiodo influye en la relacion de fase entre los componentes de actividad presentes

en un fotoperiodo 12:12, entonces en fotoperiodos largos, la distancia entre los componentes
de actividad serd mayor que en los dias cortos; mientras que en los estados de vigilancia se
espera mayor vigilia y disminucion del suefio total ante dias largos y en dias cortos lo

contrario.

OBJETIVOS

General:

< Evaluar en el jerbo de Mongolia Meriones unguiculatus si los perfiles de la actividad

locomotriz ambulatoria libre y en la arquitectura de suefio, son distintos de acuerdo al

fotoperiodo de dias cortos y dias largos,

Particulares:

¢+ Analizar en el jerbo M. unguiculatis la estructura del suefio mediante sefiales de EEG, asi

como el perfil de actividad locomotriz obtenido mediante sensores de infrarrojo, en animales
mantenidos en el fotoperiodo 12:12. Determinar la preferencia de fase de los componentes de
actividad ante el cambio gradual de fotoperiodo hacia dias cortos o largos.

Evaluar el efecto de fotoperiodos: control (12:12, CTL), dias cortos (8:16, DC) y dias largos
(16:8, DL) logrados mediante transiciones graduales sobre:

a) la estructura del suefio evaluada mediante electroencefalografia.

b) su correlacion con la estructura y niveles de los perfiles de actividad locomotriz.
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MATERIAL Y METODO

Disefo experimental:

Animales: para éste proyecto se emplearon 36 jerbos de Mongolia Meriones unguiculatus, machos
de aproximadamente 15-20 semanas de edad al inicio de los registros, con un peso de 55-65gr. Los
animales fueron obtenidos del Bioterio de la Facultad de Ciencias de la UNAM Yy alimentados con
nutricubos (RodentLab, Purina) y agua ad libitum.
Actividad locomotriz:

El experimento se desarrolld considerando dos grupos en los cuales cada sujeto fue su propio
control para el registro de actividad locomotriz (figura 10a).
Nota: Para fines practicos se nombroé al fotoperiodo LO 12:12 como fotoperiodo control (CTL), puesto
gue es la condicion inicial a la que fueron expuestos los organismos.
Grupo 1: Se usaron 8 jerbos machos que fueron mantenidos en fotoperiodo CTL durante al menos
20 dias, después se alargd gradualmente el fotoperiodo, mediante un aumento diario de 8 minutos
durante 30 dias, para tener al término un fotoperiodo de dias largos (DL), en el cual se mantuvieron
al menos 20 dias mas.

Grupo 2: Se usaron 10 jerbos machos que fueron mantenidos en fotoperiodo CTL durante al menos
20 dias, después se acort6 el fotoperiodo, mediante una reduccion diaria de 8 minutos durante 30

dias, para tener al término un fotoperiodo DC, durante el cual se mantuvieron cerca de 20 dias.
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Figura 10: Diagrama que muestra el protocolo experimental que se llevo a cabo para la actividad locomotriz

(a) y el registro de suefio (b).

Registro de actividad locomotriz: los jerbos fueron colocados individualmente en cajas de vidrio
(20cm x 30cm x 18cm), acondicionadas con un par de sensores infrarrojos a los costados, los cuales
eran interrumpidos por la actividad del jerbo (figura 11). La actividad fue sumada y almacenada en
blogues de 10 minutos, mediante el uso de una tarjeta de conversion analégico-digital por medio del
programa ACTIBIO. El sistema de registro fue disefiado y desarrollado en la Facultad de Psicologia,
UNAM, por el Ingeniero Fernando Salinas Ifiiguez, en la Unidad de Redes e Informatica (URIDES).
Los animales en registro se mantuvieron con acceso a comida y agua ad libitum.

Fotoperiodos: los animales fueron sometidos a un fotoperiodo 12:12 con encendido de luces a las
7:00 y apagado a las 19:00 horas durante 20 dias. La intensidad de la luz fue de 150-200 Ix
(Luxdémetro: Digital Lux Meter, TES 1332) provista por una lampara doméstica de luz fria. La
graduacién de la duracion del fotoperiodo se llevo a cabo con un temporizador digital incluido en el

programa de captura de la actividad locomotriz.
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Figura 11. Fotografia que muestra el sistema de registro empleado para actividad locomotriz. Cada circulo
negro de las barras metalicas en la parte lateral del contenedor de vidrio es un interruptor de sensor infrarrojo.

Registro de suefio: Los jerbos fueron mantenidos en los diferentes fotoperiodos durante 30 dias
aproximadamente (figura 10b). El registro de suefio se llevé cabo por medio de la implantacion de
electrodos bipolares en la corteza occipital derecha. Los jerbos fueron anestesiados previamente con
xilacina intramuscular (5mg/kg) y posteriormente con pentobarbital diluido (intraperitoneal,
30mg/kg). Para el registro del electrocoticograma, los electrodos fueron colocados a nivel de la
corteza occipital en la parte derecha a Bregma (2mm). Mientras que para el registro del
electromiograma (EMG) se colocaron dos electrodos de acero inoxidable en los musculos dorsales
del cuello. El sujetador de electrodos se fijé al craneo con acrilico dental.

Después de la cirugia, los jerbos se mantuvieron en recuperaciéon durante ocho dias en el mismo
fotoperiodo del que provenian. Luego fueron colocados dentro de una camara faradizada y
sonoamortiguada con acceso de alimento y agua ad libitum. Después de un periodo de habituacién
de un dia completo, se llevaron a cabo los registros de suefio por 24 horas continuas. Las sefiales del
EEG y EMG fueron obtenidas mediante dos amplificadores modelo DAM50 (WPI) los cuales
estaban conectados a un sistema de digitalizacion y adquisicion de datos MP100 (BIOPAC, system
Inc.). La sefial se amplifico a 1000 y se emplearon filtros AC paso banda 300Hz-1KHz para

musculo; mientras que para corteza el filtro paso banda se colocé en 1- 100Hz. Los datos fueron
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capturados a una frecuencia de muestreo de 200 muestras/segundo y almacenados en el disco duro

de una PC, en bloques de 10 minutos durante 24 horas continuas.

ANALISIS DE DATOS

Registro de actividad: los datos de actividad fueron graficados mediante actogramas dobles por
medio del programa ActiView (Minimmiter). Con el mismo software se calculd, para cada
fotoperiodo (12:12, 16:8 y 8:16), el promedio de actividad en la fase de luz y oscuridad asi como el
cociente entre éstas. Una vez obtenidos los valores fueron comparados mediante una prueba
estadistica T- de student para muestras no pareadas, por medio del paquete de computo Statistica.
Los datos usados correspondieron a los ultimos cinco dias en cada fase estable de fotoperiodo, con el
fin de evitar los efectos en los anélisis de los ciclos transitorios.

Registro de suefio: la captura de los datos del EEG y EMG, se hizo por medio del sistema de
digitalizacion MP100 a través del paquete de computo AcqKnowledge (BIOPAC system, Inc.). El
cual permite la adquisicion de datos mediante una tarjeta y ademas permite el analisis de sefiales
bioeléctricas (en forma de onda). La recoleccion de datos consiste en tomar la sefial de entrada
(analdgica) y digitalizarla en la computadora, donde se muestran en la pantalla y se almacenan en la
memoria de la misma (o en el disco duro).

La captura de datos fue realizado con base en el EEG y EMG por medio del programa
AcgKnowledge y con la ayuda de filtros digitales se identificaron los siguientes estados: Vigilia,
SOL y MOR. Una vez cuantificados los estados de vigilancia de acuerdo al nimero de épocas (12
segundos por época), se procedié al analisis de datos en el programa ESTADSUE (elaborado por
Miguel Angel Guevara, Universidad Autbnoma de Guadalajara, 1997) para la obtencion de los
porcentajes en cada estado de vigilancia.

Los datos obtenidos fueron comparados entre controles y condiciones experimentales, mediante
una prueba de T-de Student indicada anteriormente. Las diferencias significativas entre grupos se

tomaron en cuenta cuando el valor resultante de P<0.05.
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RESULTADOS

Actividad locomotriz

Respuesta a fotoperiodos de dias largos.

La figura 12 muestra los actogramas de los registros de la actividad locomotriz del primer grupo
de jerbos (N=8) que fue sometido gradualmente a dias largos (DL). La parte superior de cada
actograma indica el fotoperiodo inicial al que fueron expuestos, mientras que en la parte inferior se
muestra el fotoperiodo final. Pese a la gran dispersion de actividad que se presentd en casi todos los
actogramas, se lograron distinguir ciertos patrones consistentes en la actividad. Tanto en la
condicion CTL como en la transicion y su establecimiento a DL, se observd un componente
conspicuo que respondio al encendido de las luces. En la mayoria de los casos, la actividad se
presentd con tendencia crepuscular. Durante la transicion al fotoperiodo largo, el brote de actividad
que estaba asociado al encendido de la luz, parece migrar hacia la tarde. La respuesta al encendido
de la luz se notd constante en todos los organismos y sirvié de referencia para apreciar los dias de

transicion al fotoperiodo de dias largos.
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Figura 12. Actogramas de doble grafica de jerbos sometidos a la transicion de fotoperiodos de DL. Las barras superiores en cada actograma representan el
fotoperiodo inicial; mientras que las inferiores el final (DL). Las flechas indican la duracion de la transicién. Los jerbos presentan actividad diversa; sin embargo en
algunos actogramas ésta tiende a concentrarse 0 a ser mas evidente durante la fotofase.



En la figura 13 se muestra con mayor detalle uno de los casos anteriores donde se aprecia con
lineas rojas, el inicio y final del la fotofase.

Del lado derecho del actograma, se muestran los perfiles de actividad de los ultimos cinco dias en
CTL, donde se pudo observar el componente que respondio6 al encendido de las luces y otro no tan
intenso previo al apagado de éstas. También se muestra el perfil de actividad de los Gltimos cinco
dias de cuando el organismo se mantuvo en DL, donde se observo como cambiaron los componentes
antes mencionados de acuerdo al fotoperiodo. Se aprecia el brote de actividad que estaba asociado al
encendido de la luz, aungue con anticipaciéon. Mientras que un segundo bloque de actividad, se
observé principalmente diurno, distribuido alrededor del medio dia. Un tercer brote de actividad se

presento posterior al apagado de la luz.
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Figura 13. Actograma de doble grafica que representa los cambios en el fotoperiodo durante la transicion a
DL. Las lineas rojas muestran el momento de encendido y apagado de la luz. La condicién inicial en LO
12:12 y la final LO 16:08 son indicadas por las barras negras y blancas de la parte superior e inferior
respectivamente. Se muestra a la derecha el perfil promedio de actividad en CTL y en DL. Notese
nuevamente la sincronizacion al encendido de las luces y la separacion gradual de otro componente de
actividad en DL.
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Respuesta a fotoperiodos de dias cortos

En la figura 14 se muestran los actogramas del grupo de jerbos que fueron expuestos al
fotoperiodo DC. En todos los actogramas se presentaron nuevamente dos componentes de actividad,
uno asociado al encendido y otro al apagado de las luces. Desde el inicio de la transicion de CTL a
DC, se observo generalmente una fragmentacion de la actividad y no se distingui6 claramente el
brote conspicuo asociado al encendido durante la transicion a dias cortos, excepto en dos animales
en los que se observd ligeramente. Se pudo observar ademas en algunos actogramas, que durante los
dias de la transicion y una vez establecidos en el fotoperiodo DC, los componentes de actividad se
concentraron hacia la escotofase pero cercanos al apagado de las luces. No ocurrid asi en todos los
organismos, pues en otros el fendmeno que se presentd fue una dispersion de la actividad a lo largo
de todo el ciclo luz-oscuridad. Cabe sefialar también, que en la mayoria de los actogramas se
presentd un componente de actividad que correspondia a la media noche del cual su origen es

desconocido.
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Figura 14. Actogramas de doble gréafica del lote de jerbos (N=10) que fueron sometidos a DC. Las barras superiores en cada actograma representan el fotoperiodo
inicial; mientras que las inferiores el final (DC). Las flechas indican la duracion de la transicion de fotoperiodo CTL a DC. No6tese como en algunos actogramas la
actividad tiende a constrefiirse a la fase de luz durante los dias cortos y hacia el apagado de las luces; mientras que en otros se presenta una dispersion de la actividad.



La figura 15 muestra un actograma representativo del comportamiento de un jerbo que fue
sometido a DC. Al inicio del experimento los jerbos fueron mantenidos en CTL vy las lineas rojas
indican la hora del encendido y del apagado de las luces; también puede observarse la etapa de
transicion hasta llegar a DC. En la figura mostrada a continuacion, justo se pudo apreciar una

disminucion de actividad y la dispersion de la misma una vez establecido el DC.
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Figura 15. Actograma de doble grafica de un jerbo expuesto a fotoperiodo de DC y curvas promedio de
actividad correspondiente al CTL y al expuesto a DC. Las lineas rojas indican las transiciones de cada
fotoperiodo. Notese en el actograma y en la curva promedio superior, que la mayor cantidad de actividad se
presentd durante la fase de luz durante CTL y en este caso una vez establecido el DC se dio una dispersion de
la actividad y paso de ser diurno a nocturno, por lo tanto la mayor actividad queda en la escotofase.

Anélisis comparativo de actividad entre DL y DC

Para el analisis comparativo de ambos fotoperiodos se analizaron cinco dias finales de cada
fotoperiodo. En la figura 16 se presenta el promedio de la cantidad total de movimientos de jerbos

mantenidos en CTL y en DL y DC. Los dias largos incrementaron el total de movimientos en
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comparacion con CTL y con DC (en este Gltimo de manera significativa); mientras que DC redujo el

total de movimientos de manera significativa con CTL.
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Figura 16. Promedio (£EE) del total de movimientos en cinco dias continuos en jerbos sometidos a DL (N=8)
y DC (N=10) comparados con sus controles (CTL= LO 12:12, N= 18). El asterisco indica diferencia
significativa entre CTL y DC con la prueba T de Studet (P =<0.05). La exposicion a DC redujo el total de
movimientos.

En la figura 17, se muestra el promedio del total de movimientos divididos en la fotofase (barras
blancas) y escotofase (barras negras) de cada uno de los tratamientos, para poder apreciar los habitos
de los jerbos segun las condiciones de luz. En CTL, el promedio de los movimientos totales durante
cinco dias en la fase de luz, (6,353 +506.47) y de oscuridad (5,640 +774.93) no fueron
estadisticamente distintos, sin embargo se presentdé una tendencia a ser mas activos durante la
fotofase.

En el siguiente par de barras, correspondiente a DL se muestra que en la fotofase hubo un
aumento significativo de actividad (7,774 £1,175.09) comparado con la escotofase (4,535 £779.26)
(P = <0.01). EI altimo par de barras a la derecha de la figura, corresponde a la respuesta a DC en

donde de manera significativa disminuyé la actividad durante la fotofase (2,691 +214.15) respecto a
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los controles (P<0.001) siendo mayor la actividad durante la escotofase (5,941 +445.10;P<001).
Finalmente, hubo diferencias significativas en el total de movimientos entre los diferentes

fotoperiodos.

10000 1 |

9000 -

8000

7000 +

6000

5000 -

4000

3000 +1

Promedio total de movimientos

2000 +

1000 +

Luz Oscuridad Luz Oscuridad

CTL DL DC

Figura 17. Gréfica que representa el promedio del total de movimientos (+ EE) durante la fotofase (barras
blancas) y escotofase (barras negras) durante CTL (N=10), DL (N=8) y DC (N=10). Las letras mayusculas y
sus correspondientes en mindsculas indican diferencias significativas entre fotoperiodos; mientras que los
asteriscos entre luz y oscuridad. N6tese el cambio de habitos segun el fotoperiodo.

La figura 18 muestra la distribucion del promedio correspondiente a cada hora de la actividad
locomotriz durante CTL, DL y/o DC del total de organismos (DL=8, CTL= 18, DC=10). Durante
CTL (linea negra) se observo actividad predominantemente diurna con dos picos de actividad
asociados al encendido y al apagado de la luz, cuando se alargo el ciclo a DL (linea morada), se
alargd la distancia entre los dos picos, manteniendo la asociacion a las transiciones de la luz-
oscuridad. En cambio cuando se acorto a DC, se cambié del patron bimodal a uno polimodal
(multimodal) y con cierta persistencia de los picos asociados a las transiciones de luz-oscuridad.

El perfil de CTL reflejo el comportamiento observado en la grafica de la figura 14, pues se

presentd mas actividad durante la fase de luz que corresponde al pico que se presenta después del
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encendido y el que antecede al apagado de las luces. Por el mismo motivo se puede explicar el
aumento significativo de la actividad durante la fotofase en DL.

Se presentaron diferencias significativas entre horas segin cada fotoperiodo generalmente debidas
a la reorganizacion de los componentes de actividad de acuerdo a las transiciones del encendido y
apagado de las luces y sobre todo ocasionadas por el inicio de la fotofase, pues fue el componente

que se cambid para alargar o acortar el fotoperiodo.
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Figura 18. Perfil de distribucion de actividad en un ciclo de 24 horas segln el promedio de movimientos
durante cada hora. La linea negra corresponde a CTL, la morada a DL y la azul a DC. Las barras indican los
diferentes fotoperiodos y las lineas punteadas el fotoperiodo de los controles. Los asteriscos indican
diferencias significativas en esas horas (el asterisco negro es entre DL vs DC, el verde entre CTL vs DL y el
rojo CTL vs DC). Notese que tales diferencias se deben a los componentes que corresponden al encendido y
apagado de la luces.

Ciclo suefo-vigilia
En la figura 19 se presentan ejemplos de los trazos caracteristicos del registro de EEG en el jerbo
para cada uno de los 3 estados de vigilancia que se cuantificaron: vigilia, suefio de ondas lentas

(SOL) y suefio de movimientos oculares rapidos (MOR), obtenidos por el programa Acgknowledge.
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Se obtuvieron registros con ondas tipicas para cada estado similares a las reportadas por Susic y

Masirevick (1986); mientras que el EMG resulté de ayuda para corroborar movilidad o no en los

jerbos durante la calificacion visual de los registros.
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Figura 19. Electrocoritocograma de los estados de vigilancia de un jerbo de Mongolia. El trazo de color
negro corresponde al EEG, mientras que el trazo en azul al electromiograma (EMG). En eje horizontal se
encuentra la escala de tiempo, cada division corresponde a una época de 12s.

La figura 20 muestra el porcentaje total para vigilia, SOL y MOR durante un registro continuo de

24 horas en los diferentes fotoperiodos. Se empled la misma simbologia de colores que fue usada

para el andlisis de los registros de actividad (las barras negras para CTL, las moradas para DL y las

azules para DC). Tanto DL como DC aumentaron la vigilia de manera significativa en comparacién

con CTL 12 (P<0.01); asi como entre ellos (P=<0.05). Lo mismo ocurre con SOL, pues se presentd

una reduccién del mismo en ambos fotoperiodos en comparacién con CTL y entre DL y DC

(P<0.01), de tal forma que fue en DL donde los jerbos tienen menos cantidad de SOL durante el dia.
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Mientras tanto, con el suefio MOR en ambos fotoperiodos se dio una disminucion en comparacion
con CTL, pero sin diferencia entre ellos.
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Figura 20 Porcentaje de tiempo de registro para vigilia, SOL y MOR durante 24 horas continuas en los jerbos
(n=6, para cada condicion) durante los diferentes fotoperiodos. Tanto DL (barras moradas), como DC (barras
azules) incrementaron la vigilia y redujeron SOL y MOR de manera significativa (indicado con letras
mayusculas y sus correspondientes en minascula; mientras que con asterisco es entre DL y DC).

Se analiz6 como se presentaron los episodios de los diferentes estados de vigilancia segun las
condiciones luminosas, en la figura 21 se muestran los porcentajes de tiempo de registro durante la
luz y la oscuridad. En la figura 21A se muestra que ambos fotoperiodos incrementaron de manera
significativa la vigilia, tanto en la fase de luz como en la oscuridad, en comparacion con CTL. La
figura 21B muestra que en ambos fotoperiodos (DL y DC) se presentdé una disminucion de SOL
tanto en la fotofase como escotofase, aunque solo en DL fue significativo en comparacion con CTL.
Finalmente, en la figura 21C se presenta el porcentaje para sueiio MOR, que de manera general fue
menor en DL y DC; sin embargo la reduccidn de éste durante la fotofase fue significativa (P<0.01)

en comparacion con los controles, mientras que en la fase de oscuridad sélo lo fue durante DC.
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Figura 21. Porcentajes del promedio del tiempo de registro (+ EE) durante 24 horas continlas para vigilia
(A), SOL (B) y MOR (C) segun la fase de luz (barras blancas) y de oscuridad (barras negras). Se compararon
los grupos CTL, DL y DC. Las letras indican diferencias entre mayudscula y su correspondiente minascula. La
vigilia increment6 en ambos fotoperiodos, mientras que SOL y MOR se redujeron; ambos se presentaron con
mayor frecuencia durante la escotofase.
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Se ha considerado representar los estados de vigilancia en un perfil de 24 horas en doble grafica
para conocer la distribucion de ellos y de esta forma tratar de identificar el perfil del ritmo. En la
figura 22 se muestran los perfiles correspondientes segin los distintos fotoperiodos. Se puede
apreciar la bimodalidad de la vigilia durante CTL y el caracter poli-ciclico de los estados de
vigilancia durante DC. Asimismo, puede apreciarse también la separacién de los picos de vigilia en
DL.
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Figura 22. Perfiles de distribucion (dobles) cada dos horas durante las 24 horas de registro en el jerbo de
Mongolia (n=6) de todos los estados de vigilancia (Vigilia=V, SOL= S y MOR= M). La parte sombreada
indica las horas de oscuridad. Notese que de manera general, los jerbos presentaron una distribucion
policiclica del ciclo-suefio-vigilia, sin embargo ésta se distribuyé de manera diferente segin el fotoperiodo.
Nota: para efectos ilustrativos se omitio la desviacion estdndar porque en la figura posterior se encuentran
graficados.



En las gréficas de la figura 23 se presenta con mayor detalle la comparacion del perfil para cada
estado de vigilancia por separado, segun la condicidn luminosa usada. En este caso se graficaron los
minutos que permanecian en los diferentes estados cada hora, durante las 24 horas de registro. Las
lineas rojas verticales indican el fotoperiodo CTL. Es de notarse que los jerbos solian permanecer
mas minutos en suefio MOR durante la fotofase en CTL; pese a que la arquitectura del suefio fue de
estructura policiclica, se pudieron distinguir dos picos conspicuos, mismos que en DC se
encontraron mas cercanos entre si, pues se conservo el pico que correspondia al encendido de las
luces (7:00 hrs.). De manera general se observo que durante DC y DL la vigilia se incremento y
generalmente se concentré mas en la fotofase; en la vigilia a las 2, 15 y 18 horas se presentaron
diferencias significativas (P=<0.01) de DL (asterisco verde) y DC (asterisco rojo) en comparacion
con CTL. También se observo la disminucion del suefio SOL en DC (linea azul) y DL (linea
morada) y en estas condiciones luminosas se presentd con mayor cantidad hacia las horas que
preceden al crepusculo (apagado de las luces) que es justo a las 15 y 18 horas que existen diferencias
significativas. Finalmente, en el perfil de distribucion de suefio MOR se observd una reduccién
durante DC (linea azul) y mas notable en DL (linea morada). En las tres condiciones fotoperiddicas
se presentd con mayor intensidad (picos de MOR) durante la primera mitad del dia; después del
apagado de las luces (19:00 hrs.) en donde existieron diferencias significativas. Es de destacarse los

picos conspicuos en DC (linea azul) y la disminucion de MOR en la fotofase durante DL.
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Figura 23. Perfil de distribucién (promedio + EE) de los diferentes estados de vigilancia (vigilia, SOL y
MOR) en cada fotoperiodo segun la cantidad de minutos/ hora con la que se presentan durante 24 horas de
registro. Las lineas rojas indican el encendido y apagado de las luces en LO 12:12 y las barras de la parte
inferior la duracion de la fotofase (barras blancas) y oscuridad (barras negras) de cada condicién luminosa.
Los asteriscos indican diferencias significativas (P=<0.01) (Negro= DL vs DC, rojo= CTL vs DC y verde=
CTL vs DL). Notese los picos durante la vigilia y la disminucién de MOR en DCy DL.

53



Finalmente y con fines comparativos, la gréfica de la figura 24 muestra el porcentaje de tiempo
en que los jerbos permanecieron en vigilia y en suefio total (como la suma de SOL y MOR) para
cada condicion; la vigilia aumentd de manera significativa (P=<0.01) tanto en DL como en DC
durante la fase de luz y de oscuridad, y ademas se present6 aproximadamente en un 8% mas durante
la fotofase. El suefio tuvo una disminucidn significativa en DL y DC a consecuencia del aumento de
la vigilia; ademés se pudo apreciar que el porcentaje de suefio total fue ligeramente mayor en la

escotofase.
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Figura 24. Porcentaje promedio del tiempo de los dos principales estados de vigilancia en los diferentes
fotoperiodos y en cada fase de luz (barras blancas) y oscuridad (barras negras). En DL y DC se presentaron
diferencias de los tres estados en las diferentes fases en comparacion con CTL 12:12 (indicado con letras
mayusculas y sus correspondientes en minasculas). No6tese que segun el porcentaje de vigilia en las distintas

fases, los jerbos mostraron ser organismos diurnos.
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DISCUSION

Actividad locomotriz: la actividad locomotriz se mostro dispersa a lo largo de cualquier condicion
luminica usada en el presente estudio, sin embargo fue posible observar agrupaciones de bloques de
actividad que permitieron hacer una interpretacion del efecto que tiene cada fotoperiodo.

En condiciones LO12:12, la distribucion que mostraron los jerbos fue bimodal, un componente
respondid al encendido de las luces, mientras que el otro componente lo hizo alrededor del inicio de
la oscuridad (figura 18), observandose una marcada respuesta al encendido de las luces en el jerbo.
Cuando los jerbos pasaron de un fotoperiodo CTL a DL (figura 12), se muestra en los actogramas,
un componente de actividad que respondi6 al encendido de las luces que se recorria diariamente en
la transicién al fotoperiodo final, esto podria tratarse de un posible enmascaramiento positivo. Tales
resultados son concordantes con lo reportado por Pietrewicz, et al (1982) quien indicé que los jerbos
presentan una mayor actividad en las transiciones del encendido y el apagado de las luces.

Durante la transicion de fotoperiodo, se observd ademads, que un grupo de componentes de
actividad recorrio gradualmente su fase hasta ubicarse en la segunda mitad de la fotofase. Este
recorrimiento indica una sensibilidad circadiana al alargamiento, opuesta a la direccién del cambio
del fotoperiodo. EI cambio gradual de fase de actividad respecto al cambio de fotoperiodo, es
variable en funcién a la proporcion de luz y oscuridad (Pittendrigh y Daan, 1976), sin embargo en el
jerbo esta direccion fue opuesta a lo esperado. Por lo anterior se deduce que en el perfil de la
actividad promedio, el primer pico corresponderia a un componente exogeno inducido por la
transicion del encendido de la luz, mientras que el componente enddgeno, corresponderia al que se
presenta en la segunda mitad de la fotofase, manteniendo un perfil tipicamente diurno-vespertino
(figura 10).

En la figura 14 se muestran los actogramas del grupo en el que se llevo a cabo el recorte continuo
del fotoperiodo (DC), la transicion del encendido de la luz no es tan evidente como en el grupo

anterior, y conforme se acerca a la fase estable del protocolo en DC, se observd una mayor
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dispersion de la actividad hasta perder el patron ciclico en la mayoria de los animales (actograma de
la figura 12).

La distribucion de los bloques de actividad descrita para roedores nocturnos depende de la
interaccion entre dos supuestos osciladores circadianos. Uno estrechamente relacionado con el
encendido (M) y otro relacionado con el apagado de la luz (E) (Pittendrigh y Daan, 1976). La
relacion de fase entre ambos osciladores codifica la respuesta ante la duracion del dia; de tal forma
que en noches cortas, los ritmos de E y M esta comprimidos, mientras que se alejan uno del otro
cuando las noches son largas. Estos ajustes conforme al fotoperiodo, son posibles puesto que cada
oscilador tiene su propia duracion de periodo de manera intrinseca (revisado en Monecke, et al,
2006). Se debe mencionar que el modelo de los dos osciladores fue propuesto en roedores nocturnos
y pese a que los jerbos no son animales que propiamente sean nocturnos, si son organismos que de
manera natural estan sometidos a cambios en la duracion del dia, tal como ocurre con el hamster
sirio; por lo cual podria pensarse que requieren de una coordinacion entre osciladores para ser
capaces de responder a los cambios ciclicos ambientales.

El enmascaramiento en el encendido de las luces en los protocolos de dias largos, hace suponer
que esta caracteristica es dependiente de la direccién en la transicion a cada uno de los fotoperiodos
empleados, ya que no es tan claro en la transicion a DC (figura 14 y 15). Lo cual hace suponer que si
este componente es ademas sensible a uno de los osciladores (probablemente el oscilador M) es
capaz de responder y reconocer los avances en el fotoperiodo, pero no asi los retrasos. Cabe indicar
que el componente es robusto después del encendido, pero se presenta cierta anticipacion lo que
sugiere que también se trate de un componente enddgeno. La forma en la que puede corroborarse
dicha posibilidad, es mediante la liberacion del ritmo en oscilacion espontanea. Ademas, podria
decirse que el enmascaramiento observado durante el recorrido de la luz en DL es positivo, pues se
observa un aumento en la actividad que posteriormente es reflejado en el fotoperiodo estable durante

DL. Sin embargo, no deja de ser una pregunta abierta el hecho de que el enmascaramiento, si bien no
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estd mediado por los mecanismos del reloj, por qué si se presenta durante DL pero no durante el
retaso de encendido de las luces de DC.

La falta de ritmicidad en DC, puede ser también interpretada como una conducta que le permita al
jerbo explorar el ambiente de manera ultradiana en la busqueda de recursos, reduccion de riesgos
ocasionados por depredadores a lo largo del dia. Ejemplos semejantes han sido observados en la
estructura de actividad que presentan animales con una alta demanda metabdlica como topos,
musarafias y otros mamiferos pequefios (revisado en Daan, 1981).

Durante la Gltima década se han generado grandes progresos de como estan generados los ritmos
circadianos a nivel genético y celular. Se sabe que el centro del proceso depende de la activacion
transcripcional de un complejo que contiene los factores de transcripcion CLOCK y BMALZ; el cual
actua en los elementos de E-box en las regiones promotoras de los genes Per y (Cry y a su vez, los
productos de proteinas de estos genes (PER y CRY) forman un complejo de represion que inhibe las
acciones de CLOCK-BMALL; adicionalmente, el control de la retroalimentacion de la expresion del
gen Bmall depende de Rev-erba, un gen que también estid regulado por E-box (revisado en
Hazlerigg y Wagner, 2006). Recientes estudios han propuesto que el comportamiento de los
osciladores E y M tienen un sustrato genético. Se cree que en mamiferos los genes reloj mPerl y
mCryl se encargan del oscilador M, mientras que mPer2 y mCry2 del oscilador E (revisado en
Sharma, 2004). Se ha observado ademas una posible localizacién de éste comportamiento en el
NSQ, donde se ha propuesto que en el ratdn el oscilador E se localiza en la region rostral del NSQ,
mientras que el oscilador M en la regién caudal del NSQ (Johnston, 2005).

Existen evidencias sobre la capacidad del que reloj circadiano en el NSQ es capaz de integrar las
variaciones en la duracion del dia y mediante la induccién de luz del proto-oncogen c-fos en el NSQ
se ha determinado la fase fotosensible del NSQ (Vuillez, et al, 1996). Un cambio de un fotoperiodo
largo a uno corto induce un alargamiento progresivo de la fase fotosensible que es independiente de
la melatonina enddgena (Jacob, et al, 1997). En fotoperiodos cortos se ha demostrado que se induce

una reduccion de los picos de Perl y Per2 (Tournnier, et al, 2003) en hamster, lo cual podria
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explicar la disminucién de la actividad (figura 16), asi como la disminucion en los picos de actividad
durante la transicion del encendido y apagado de la luces (figura 18); pues se ha observado que
ambos genes se inducen después de la exposicion a la luz y al comienzo de ésta (Repert y Wever,
2002); siendo congruente con la hipotesis de los genes que manejan a los osciladores M y E. Asi
mismo, la expresion el Clock es elevada en DL pero con un patrén ritmico con niveles bajos al final
de la noche que subsecuentemente se aumenta a la mitad de dia durante DC (Tournnier, et al, 2003);
en la grafica de la figura 18, se observa un pico ligera de actividad a las 12 horas, lo cual podria estar
asociado a la expresion de Clock. Por lo tanto, segin el modelo molecular del reloj, si los dias cortos
ocasionan disminucion de los picos de actividad en Perl, per2, Per3 y Cry2, debe ser por la
reduccién trancripcional del heterodimero CLOCK-BAMALL (Tournnier, et al, 2003).

Por otra parte, en un estudio realizado en NSQ de hamster se observaron dos picos distintos de
actividad electrofisiologica, los cuales responden diferencialmente a fotoperiodos (Jagota, et al,
2000). Asi mismo, se sabe que la sefial de melatonina esta asociada con efectos en la expresion de
los genes reloj en la pars tuberalis (PT) de la pituitaria anterior (la cual posee receptores a
melatonina tipo 1, MPT,); ya que el inicio de la secrecion de melatonina durante la noche induce la
expresion de cryl y el término de la sefial de melatonina al amanecer induce la expresion de perl
(revisado en Hazlerigg y Wagner, 2006) y segun esta evidencia, en este protocolo probablemente se
esperaria un cambio principalmente en la fase de expresion de perl; pues se sabe que PER1
incrementa en PT de hamsteres sometidos a DL (Nuesslein-Hildesheim, et al, 2000).

En cuanto al promedio total de actividad, segn los movimientos cuantificados cada 10 minutos,
dependiendo del fotoperiodo en que se encontraban (figura 16), los jerbos presentan mayor actividad
durante DL y la disminuyen durante DC de manera significativa con respecto a los CTL, este
resultado apoya la idea de que el jerbo es un roedor de habitos diurnos (Refinetti, 2007), pues al
existir mas horas de luz incrementa su actividad, y al haber pocas horas de luz la disminuye. En
estudios realizados con ratones que son transferidos de manera abrupta a DC (LO 08:16) o DL (LO

16:08), se observa una reduccion en la actividad cuando los animales son transferidos a DL y un
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ligero aumento de la actividad cuando se someten a DC (Inagaki, et al, 2007), esta respuesta esta
dada en organismos caracteristicamente de habitos nocturnos.

Cuando los jerbos estan en la condicion CTL (figura 17), la mayor parte de la actividad promedio
se concentra en la fase de luz, como se observa en los perfiles de actividad (figura 18); y cuando los
pasan a DL se mantiene un comportamiento propiamente diurno (figura 17). Mientras que los jerbos
que pasan a DC, incrementan significativamente su actividad durante la escotofase (figura 14 y 18)
lo que indica que este fotoperiodo los vuelve nocturnos o arritmicos.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo, son congruentes con lo reportado en cuanto al
patrén bimodal de actividad en el jerbo de Mongolia (Roper, 1976; Schonfled y Glick, 1980;
Pietrewickz, et al 1982). En las graficas de la figura 18, se aprecia que en DL hay una
descompresion (linea morada) entre los que podrian ser los osciladores M y E, presentandose
diferencias significativas a las 2, 4, 8 9 y 10 horas, lo cual corresponderia al componente del
oscilador M que es el que se esta desplazando de acuerdo al adelanto en el encendido de la luces. Por
otra parte, la linea azul, que es la correspondiente a DC, presenta diferencias significativas sélo a las
4 y 13 horas en comparacién con el fotoperiodo CTL. Finalmente, entre fotoperiodos se presentan
diferencias significativas a las 1, 8, 9, 10 y 19 horas, teniéndose que la mayoria de los cambios son
en la primera mitad de la transicion a la fotofase. En un estudio realizado en ratones transgénicos
con un sistema reportero de lucifersa a perl, se ha observado que cuando son expuestos a LO 06:18
se da un aumento en la relacion de fase entre los componentes del inicio y termino de la actividad;
mientras que la relacién disminuye en LO 18:06 (Inagaki, et al, 2007). En este trabajo observamos
una descompresion de los componentes en DL y una no muy clara compresion en DC. De esta
forma, una disminucién en indice de LO hace que los osciladores cambien su posicion de fase en

relacién a las transiciones de L-O y O-L (Weinert, et al, 2005).
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Ciclo suefio-vigilia: Dentro de los pocos reportes disponibles del estudio de suefio en jerbos, Susic y
Masirevic (1986) han reportado una ligera oscilacion durante un fotoperiodo equivalente al usado en
el presente trabajo como CTL, tal oscilacion muestra una reduccion de SOL y MOR durante las
transiciones de LO, lo que es consistente con lo encontrado en el presente trabajo (graficas superior
de la figura 22 y media de la figura 23). Asi mismo reportaron un aumento de MOR durante la fase
de oscuridad, lo cual también es congruente con los resultados obtenidos en CTL (grafica C de la
figura 21). En cuanto a la cantidad total de los estados de vigilancia, Susic y Maserick reportaron un
48% de vigilia en oscuridad y 41% en la fase de luz; nuestros resultados indican una mayor cantidad
de vigilia en general y ésta es mas en la fase de luz (71%) gue en la de oscuridad (63%); por lo que
los jerbos son organismos que méas del 60% del dia permanecen despiertos que dormidos. Para SOL
reportaron un 49% en luz y 42% en oscuridad; los resultados del presente trabajo mostraron 29% en
luz y 32% en oscuridad; es decir, opuestos a los reportados. Finalmente para MOR 8% en luz y 10%
en oscuridad (Susic y Maserevick, 1986); mientras que nosotros obtuvimos un porcentaje menor de
MOR: 4% tanto en luz como en oscuridad similar a lo reportado por Kastaniotis y Kaplan (1976).
Estas variaciones pueden ser debidas a las particularidades que estuvieran presentes en el tipo de
instrumentos que se usaron para evaluar el EEG asi como algun rasgo intrinseco de las colonias de
jerbos que se crian en las instalaciones de la Facultad de Ciencias.

Otra caracteristica reportada por Susic y Maserevick (1986) fue la gran cantidad de tiempo de la
transicion entre los estados de vigilancia que presentan los jerbos, tal fendmeno también fue
observado durante la calificacién de los resultados obtenidos en este experimento y se ve
parcialmente reflejado en el perfil de los estados de vigilancia para las tres condiciones
fotoperiddicas (Figura 22). Estas transiciones podrian deberse al mecanismo “interruptor flip-flop”
propuesto por Saper y cols. (2001). La transicion rapida y completa de dormido a despierto,
representa una ventaja adaptativa ya que permite una mejor respuesta en una situacion de alerta,
(Saper, et al, 2005). Los jerbos de Mongolia son organismos expuestos a varios depredadores en su

medio ambiente y quizd por estos motivos puede explicarse que presenten tantos estados de
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transicion, pese a ser organismos fosoriales (que viven en tuneles subterraneos) logran estar
sometidos a condiciones de respuestas conductuales rapidas y eficaces.

Se sabe que el fotoperiodo afecta la organizacion circadiana de distintos mamiferos, como los
humanos v en elefantes (Wehr, 1991), en que la duracion del suefio se incrementa en fotoperiodos
cortos. Segun los datos obtenidos (figuras 20, 21 y 24) en el jerbo de Mongolia no se presenta tal
aumento en DC, del 3% mas de SOL en comparacion con DL (figura 24).

Otros estudios con distintos fotoperiodos en rata albina y en ardilla siberiana han mostrado que
solo se presenta una redistribucion de los estados de vigilia a traves de las 24 horas (revisado en
Deboer y Tobler, 1996); los resultados del presente trabajo coinciden con lo reportado por Deboer y
Tobler, pues en el perfil de vigilia, ambos fotoperiodos (DL y DC) muestran un patron similar que es
notoriamente diferente durante las primeras horas del dia; mientras que el suefio MOR, en DC
concentra sus picos maximos en la fotofase (figura 23). Ademas, se presenta una reduccion
significativa de suefio MOR durante la fase de luz tanto en DC y DL (figura 21-C). Al igual que los
resultados de Deboer y Tobler (1996), en los jerbos también puede apreciarse un bimodalidad
cuando se encuentran sometidos en DL y DC (figuras 22 y 23). Lo anterior es consistente segun lo
propuesto por Pittendrigh y Daan (1976), en que tales picos al comienzo y al final del periodo de luz
garantizan un ajuste estacional ante los cambios en la duracion del dia. EI comportamiento de los
jerbos durante DC, suele ser el de un animal diurno, pues el suefio suele comprimirse durante las
noches cortas y se vuelve bimodal durante noches largas (Dijk y Daan 1989, revisado en Deboer y
Tobler, 1996) (figura 22).

Se sabe que los dias cortos alteran la secrecion de la melatonina y puede llegar a causar regresion
gonadal, estos efectos han sido observados en los jerbos (Devries, et al, 1989: Karakas, et al, 2005);
también se ha reportado que ocasionan disminuciones en las concentraciones de leptina en suero y la
interaccion del fotoperiodo/temperatura no modifica la masa corporal (Li y Wang, 2007); sin
embargo, los cambios estacionales en el jerbo aumentan su capacidad termogénica para poder lidiar

contra el estrés producido por el frio (Zhang y Wang, 2007, Weinert, et al, 2007). En este sentido, el
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ciclo de suefio y vigilia y su patron de distribucion temporal, en particular el suefio MOR muestra
mayor labilidad cuando el organismo es expuesto a bajas temperaturas (Amici, et al, 2008), si esta
relacion fuera también dependiente del fotoperiodo, existiria una tendencia a reducir MOR solo en
dias cortos (que en condiciones naturales se relacionan con disminucién de la temperatura
ambiental) sin embargo esta tendencia aparece también en dias largos aunque no se descarta que de
alguna manera los mecanismos de termorregulacion cerebral del jerbo pudieran estar modulados por
los cambios féticos ambientales para permitirle una mejor adaptacion a su ambiente.

La forma més facil de abordar el suefio es a través de la necesidad de dormir; de hecho, el estudio
de la funcién del suefio se ha basado en gran medida en el uso del paradigma de la privacion de
suefio, el cual ha establecido que la vigilia es acompafiada por un aumento de la propension del
suefio y la pérdida de suefio se ve compensada por un aumento posterior en la intensidad del suefio
y/o la duracion (Vassalli y Dijk, 2009). A nivel conductual, la latencia puede ser utilizada como un
indicador de la propension del suefio. Se ha comprobado que una vigilia prolongada siempre va
acompafiada de un aumento en SOL,; tales resultados apoyan la nocion de que los niveles de SOL
reflejan el nivel de la regulacion homeostatica, también conocida como proceso S (Borbély, 1982).
Aunque el protocolo del presente estudio no es el mismo, segln los resultados obtenidos, pese a que
ambos fotoperiodos aumentan de manera significativa la vigilia (81% del tiempo total en ambos
fotoperidos) tanto en la fase de luz como en la de oscuridad, no hay un aumento en la cantidad de
SOL, y por el contario éste porcentaje es menor tanto en DL (18%) como en DC (22%) en
comparacion con CTL (29%); y de esta forma, MOR se ve mermado (graficas A y B, figura 21).

Al comparar las gréaficas de la vigilia (figura 23) con el perfil de actividad locomotriz (figura 18),
se observo que durante el fotoperiodo CTL en el perfil de actividad, los jerbos se mueven mas pese
a que en el perfil del ciclo suefio-vigilia, el estado de vigilia es menor en comparacion con DL y DC.
Por otra parte tanto DC como DL incrementan la vigilia en comparacion con CTL, lo que resulta
congruente en el perfil de actividad pero sélo para DL. Mientras que para DC los datos podrian

reflejar un estado de vigilia quieta o pasiva.
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La aparente discrepancia entre los diversos autores respecto a si este animal es nocturno o
crepuscular respecto a sus patrones de actividad locomotriz, podria estar ligada a las condiciones de
laboratorio y las manipulaciones experimentales. En condiciones naturales los dias largos
climatolégicamente hablando, se correlacionan con un aumento en la temperatura ambiente,
mientras que los cortos con disminuciones drasticas de temperatura.

En animales genéticamente adaptados a cambios estacionales como el jerbo, la correlacion entre el
fotoperiodo y la temperatura pudiera alterar los patrones ritmicos en esta especie (Pietrewicz y cols,
1982) y ser relevante para definir la diurnalidad o nocturalidad de esta especie. En la mayoria de los
protocolos experimentales reportados, asi como en el presente trabajo la temperatura ambiente se
mantuvo relativamente constante.

Explorar la relacion que existe entre el fotoperiodo, con la secrecion de melatonina y de ésta con
el ciclo suefio-vigilia; puede mas adelante dar evidencias si existe una correlacion entre la
arquitectura del suefio la actividad locomotriz y la sintesis de esta hormona. Ademas es conveniente
explorar otras conductas en esta especie que nos permita saber si el jerbo puede ofrecer un modelo
diurno de actividad en el cual otras conductas relacionadas con desordenes afectivos dependientes de
la estacionalidad y los respectivos los desordenes de suefio, considerando que han sido empleados en
humanos, tratamientos con luz brillante y melatonina para regular ciertos desordenes de suefio
ocasionados por el fotoperiodo (Zisapel, 2001).

Segun los resultados obtenidos en el presente trabajo, el comportamiento diurno o nocturno del
jerbo de Mongolia, como se ha reportado ya en otros estudios; depende de las condiciones de
iluminacién y de la longitud del fotoperiodo; por lo que podemos concluir que éste roedor
predominantemente diurno presenta una plasticidad adaptativa a las condiciones luminosas del

medio.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, el jerbo de Mongolia Meriones
unguculatus presenta un patron de actividad bimodal-diurno en LO 12:12 que corresponde con las
transiciones de luz/oscuridad que también se observan en el en el perfil del ciclo suefio-vigilia en la
misma condicion luminosa. Los picos de actividad observados correspondientes al encendido y
apagado de las luces se alejan durante dias largos pero en dias cortos no es clara una compresion de
éstos elementos.

El jerbo presenta un probable enmascaramiento cuando se somete a un avance en el encendido de
las luces para establecer el fotoperiodo de dias largos, pero no ocurre asi cuando se trata de un
retraso, tal como ocurrié para dar lugar a dias cortos; ademas éstos ocasionan una reduccién en la
cantidad total de movimientos y una dispersion de la actividad en el jerbo.

Por otra parte y segun los resultados observados en el analisis del ciclo suefio-vigilia, los jerbos
presentan un patron policiclico de suefio, siendo generalmente mas activos durante la fotofase
independientemente de la duracién de ésta; lo cual resulta congruente con los resultados obtenidos
del andlisis de la actividad locomotriz libre ambulatoria. Por otra parte, los dias cortos y largos
generan un aumento en la vigilia y disminucion en el suefio total (SOL y MOR). Particularmente en
los dias cortos, la actividad disminuye en la fotofase con lo que se puede concluir que los jerbos
podrian encontrarse en un estado de vigilia pasiva; es decir, que se encuentren en alerta pero no en
movimiento. Por lo tanto, los fotoperiodos de dias cortos y largos modifican el proceso circadiano
del suefio, pero no el proceso homeostatico.

Segun los resultados de éste trabajo, los jerbos son especies sensibles a los cambios en el
fotoperido y son capaces de modificar sus habitos segun sean las condiciones luminosas, lo cual muy

probablemente podria deberse al acoplamiento entre los osciladores M y E.
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