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Glosario

Oscilacion espontanea o libre corrimiento: Corresponde a la expresién de un
ritmo circadiano bajo la ausencia de sefales ciclicas. Dependiendo de la
naturaleza del organismo, el periodo del ritmo circadiano puede ser ligeramente

mayor o menor a 24.

Dia subjetivo: Se refiere al inicio de la actividad en los animales diurnos
mantenidos en condiciones constantes, por convencion corresponde al tiempo
circadiano 0 (TCO).

Noche subjetiva: Corresponde al inicio de la actividad de los organismos
nocturnos bajo condiciones constantes, por convencidn pertenece al tiempo
circadiano 12 (TC12).

Sincronizador 6 Zeitgeber (este ultimo es un verbo aleman que significa dar):
Son estimulos ambientales ciclicos capaces de reajustar el ritmo de un individuo a

la evolucion del ciclo externo.

Frecuencia: Se refiere al numero de veces que se repite un fendmeno biolégico
dentro de un tiempo determinado, en el caso de los ritmos circadianos, estos se
repiten una vez aproximadamente cada 24 horas, por lo que su frecuencia es igual

a uno.
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RESUMEN

Una caracteristica inherente en los organismos es el exhibir oscilaciones ritmicas
en importantes procesos fisioldgicos, bioquimicos y conductuales, cuya frecuencia
es cercana a 24 horas, estas fluctuaciones son conocidas como ritmos
circadianos. Estos ritmos son generados de forma enddgena y autosostenida por
marcapasos Yy osciladores circadianos los cuales ajustan su funcionamiento a los
cambios ciclicos del medio ambiente, fenbmeno que se conoce como
sincronizacion. En mamiferos, el principal marcapaso esta localizado en el nucleo
supraquiasmatico (NSQ) y es el responsable de generar diversos ritmos. En
roedores adultos se ha demostrado que lesiones completas del NSQ eliminan la
expresion de diversos patrones ritmicos tales como: la ingesta de agua, el ciclo
suefo vigilia, la actividad locomotora (AcL), secrecién de cortisol, entre otros. Sin
embargo, algunos otros parametros persisten tales como el ritmo de la
temperatura corporal (Tc) y la actividad anticipatoria al alimento (AAA). En el
presente estudio se investigd el efecto de la lesion completa del NSQ de conejos
neonatos de 4 dias de edad sobre el patron de la Tc y AcL mantenidos en luz
continua durante el amamantamiento (sefal sincronizadora), en ausencia de esta
y con alimentacion solida controlada. Se demostré que la lesion completa del
NSQ, no tiene efecto en la expresion ritmica de la Tc y AcL durante el periodo de
amamantamiento y alimentacion solida controlada. Adicionalmente la AAA de
ambos parametros persistieron en ausencia del amamantamiento, sin embargo se
encontré un efecto significativo en la duracion e intensidad del componente
anticipatorio de la AcL tanto en el periodo de amamantamiento como en la
alimentacion sdlida controlada. Estos datos sugieren que existe otra u otras
estructuras capaces de generar la ritmicidad diaria de la Tc y AcL de conejos en
edades tempranas del desarrollo independientemente de la integridad del NSQ.

Palabras clave: ritmos circadianos, anticipacion al amamantamiento, lesion de

nucleo supraquiasmatico, temperatura corporal, actividad locomotora.



ABSTRACT

An innate characteristic of organism is to show rhythms oscillation in important
process as a chemistry, physiology and behavioral process; whose frequency is
near at 24 hours, these processes are called circadian rhythms. These rhythms are
produced endogenously by pacemakers and circadian oscillators, which adjust
their function to the cyclical changes of the environment, a phenomenon known as
synchronization. In mammals the main pacemaker is located in the
suprachiasmatic nucleus (SCN) and this it is responsible to coordinate divers
rhythms. In adults rodents have been shown that complete lesion of the SCN
abolished different rhythms patterns such as: sleeping-weak cycle, locomotor
activity (LA), cortisol release and other. However, other parameters continue such
as body temperature rhythm (Bt) and food anticipatory activity (FAA). In the
present work we investigated the effect of complete lesion of the SCN in 4 days old
rabbits pups, using the Bt and LA patterns and keeping the animals in different
feeding condition: in constant lighting during nursing (synchronizing signal), fasting
nursing and with solid controlled food. We observed that the complete lesion of
SCN did not disrupt the daily rhythms of Bt and LA during nursing and solid
controlled food. Further, both FAA of Bt and LA continued in fasting nursing
conditions, however, we detected a significative change in the duration and
intensity of anticipatory compound of AL during nursing and solid controlled food.
This data suggest that there are another structures that are able to generate daily
rhythmicity of Bt and LA in rabbits in early stages of development regardless of the
integrity of the SCN.

Keywords: circadian rhythms, anticipation of nursing, lesion of suprachiasmatic

nucleus, body temperatura, locomotor activity.



I. INTRODUCCION

1. Los ritmos circadianos

Una caracteristica presente en los organismos es manifestar diariamente
oscilaciones ritmicas en diversos parametros bioldgicos que van desde la
expresion conductual, hasta mecanismos moleculares complejos. Estos eventos
estan estrechamente relacionados con las variaciones ciclicas generadas por el
movimiento de rotacion de la tierra, tal como el ciclo luz-oscuridad, por lo que
diversas variables biolégicas de un organismo muestra fluctuaciones cercanas a
las 24 horas (Pittendrigh, 1960, 1965).

Los ritmos circadianos (la palabra “circadiano” proviene del Latin: circa = cerca;
dies = dia) son todos aquellos procesos biolégicos que se repiten con una
frecuencia cercana a las 24 horas, tales como el ciclo suefio-vigilia (Munch et al.,
2007), la liberaciéon de hormonas (Alvarez et al., 2005; Diaz-Mufioz et al., 2000),
neurotransmisores (Aton et al., 2005; Gillette y Reppert, 1987; Kalsbeek et al.,
2010), actividad neuronal (Shibata et al., 1982; Welsh et al., 1995), cambios
metabdlicos (Bass, 2011; Kalsbeek et al., 2007; Schwartz et al., 1983), fisiologicos
(Castillo et al., 2005; Jilge et al., 2001), entre otros.

Los ritmos circadianos son un fendmeno complejo que coordinan la fisiologia del
organismo con el medio ambiente, es decir la temporalidad de los eventos del
medio interno ocurren de acuerdo a los cambios diarios del medio ambiente. Esto
confiere el valor adaptativo a los ritmos circadianos, ya que muchas funciones
vitales de los organismos ocurren con relacion a los eventos ciclicos ambientales,
esto propicia que el sistema circadiano pueda anticiparse y generar un correcto
funcionamiento interno con respecto al mundo externo (Davidson y Menaker,
2003; Gruart et al., 2002).

Para poder caracterizar los ritmos circadianos, fueron establecidos ciertos

parametros para referirse y explicar los fendbmenos ciclicos; a continuacién, se



encontrara un enlistado con los parametros comunmente analizados en las

sefiales ritmicas (fig. 1).

a)

b)

d)

f)
9)
h)

Periodo: Es el lapso de tiempo que tarda en repetirse un fendmeno ritmico y
se refiere al intervalo de tiempo entre dos puntos de referencia idénticos. En
donde T indica la duracion del periodo del ritmo generado por el organismo en
ausencia de sefales ciclicas. Mientras que T corresponde al tiempo en que se
repite una sefal ciclica externa.

Fase (®): Es cualquier momento instantaneo en una escala temporal arbitraria,
por practicidad suele tomarse el inicio del evento, el punto maximo o minimo
del mismo.

Angulo 6 relacién de fase (¥): Corresponde a la diferencia en grados o
tiempo que guardan dos sefales ciclicas, con relacidén a dos fases 6 puntos de
referencia, pudiendo comparar un periodo T, con uno 6 mas periodos T
endogenos.

Acrofase: Se refiere al momento maximo de la oscilacion del ritmo.

Nadir: Es el valor minimo registrado del ritmo.

Amplitud: Se refiere a la distancia que existe entre la acrofase y el nadir.
Mesor: Es el punto medio de la amplitud.

Tiempo Circadiano (TC): Los ritmos circadianos mantenidos en oscilaciéon
espontanea no son exactos a 24 horas, por convencion se establecié que una
hora circadiana de un organismo corresponde al cociente del periodo
endogeno entre 24 horas.

Tiempo del sincronizador 6 Zeitgeber (TZ): Es el lapso y periodo de tiempo
en que el estimulo esta presente; por convencion el inicio de ese momento se

considera TZ0.



Figura 1. Esquema representativo de los conceptos basicos de los ritmos circadianos; a) periodo de la
oscilacion interna; b) fase del ritmo; ¢) angulo o relacién de fase; d) acrofase; e) nadir; f) amplitud; g) mesor.
La linea continua indica la expresion del ritmo circadiano, la linea punteada se refiere al ritmo del

sincronizador. Para mayor detalle revisar texto. (imagen modificada de Gruart ef al., 2002).

2. Caracteristicas de los osciladores circadianos

Actualmente se sabe que los ritmos circadianos son generados por estructuras
internas que se conocen como osciladores circadianos, los cuales tienen la
capacidad de regular la ritmicidad de diversas variables (Hastings et al., 2007;
Weaver, 1998).

Con base a sus caracteristicas funcionales se denomina marcapasos u
osciladores primarios a las células (Welsh et al., 1995) ¢ tejidos (Weaver, 1998)
que poseen la capacidad de mantener su ritmicidad circadiana por varios ciclos de
manera autosostenida y que ademas influyen en la generacién y control de
ritmicidad de otras células (Li et al., 2008). En contraste se considera como
osciladores secundarios a los grupos de células (Balsalobre et al., 2000a) o
tejidos que exhiben variaciones cercanas a las 24 horas del dia, pero estos



requieren de estimulos periddicos para sostener su ritmicidad; sin dicho estimulo
diario el oscilador secundario no es capaz de mantener su ritmicidad (Yamazaki et
al., 2000).

Los marcapasos y osciladores circadianos poseen una serie de particularidades
que permiten el adecuado funcionamiento del organismo. Dentro de las
caracteristicas mas importantes se encuentran: 1) Generan ritmicidad de manera
endogena, 2) compensan la temperatura, 3) son sincronizables a sefales ciclicas
y 4) imponen periodo y fase al resto del organismo (sélo en el caso de los
marcapasos los cuales seran explicados mas adelante); esto permite a los
marcapasos Yy osciladores circadianos generar y coordinar la expresion de

diversos ritmos del organismo con relacion al ambiente externo.

2.1 Ritmicidad enddgena

Las fluctuaciones circadianas son autbnomas como parte de los mecanismo de
regulacion interna. En condiciones naturales los marcapasos y osciladores
secundarios estan sincronizados al ambiente local. Sin embargo al colocar a un
organismo bajo la ausencia de sefales ciclicas, estos son capaces de mostrar su
ritmicidad endogena durante varios ciclos, este fendmeno es conocido como
oscilacion espontanea 0 libre corrimiento (fig. 2) (Moore-Ede et al., 1982). Entre
individuos de la misma especie, un mismo ritmo en oscilacion espontanea no
siempre tiene el mismo periodo, existe un rango de variacion de oscilacidon
espontanea, por lo que después de varios ciclos los sujetos se desincronizan entre
si (Gruart et al., 2002; Shibata y Moore, 1988a). Ademas estos ritmos cumplen con
la caracteristica de ser heredables y permanecer por varias generaciones en

ausencia de sefales ciclicas (Diez-Noguera et al., 1989).
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Figura 2. Actograma representativo de la actividad locomotora de un roedor. Los primeros 4 dias, el animal
estuvo bajo un fotoperiodo de 12 horas de luz por 12 horas de oscuridad (L:O, representado con las barras
superiores blanca y negra). El inicio de la actividad locomotora comenzé con el apagado de las luces y cesé
con el encendido de las mismas. Del dia 5 al dia 10, el animal fue mantenido bajo oscuridad continua (O:O).
El animal muestra su periodo enddgeno t el cual es menor a 24 horas, por lo que dia con dia el inicio de la

actividad comienza momentos antes que en el dia anterior. (Imagen modificada de Kohsaka y Bass, 2007).

2.2 Compensacion de la temperatura

Los osciladores circadianos deben de mantener de forma estable su
funcionamiento de tal forma que la duracion del periodo no se alargue 6 acorte
debido a la variacion de temperatura ambiental, es decir el oscilador debe ser
capaz de compensar los cambios de temperatura independientemente del sitio en
el que habite el individuo (Pittendrigh, 1960). Los cambios producidos por la
temperatura de muchas reacciones biologicas son medidas con el coeficiente de
temperatura: Qqo, el cual normalmente para la gran mayoria de reacciones
guimicas oscila entre un valor de 2 a 3. El valor de Q1o para el periodo circadiano
de mamiferos permanece cerca de 1 (revisado en Kuhlman et al., 2007). Hasta el



momento no se conoce con exactitud el mecanismo mediante el cual el sistema

circadiano es capaz de compensar adecuadamente la temperatura.

2.3 Sincronizacion a sefnales ciclicas

La sincronizacion se refiere al proceso a través del cual es posible el
funcionamiento coordinado entre el sistema endogeno y el medio ambiente, por lo
que se define como el ajuste del periodo y de la fase del sistema circadiano
igualando al T de la sefal sincronizadora, esto permite que el organismo sea
capaz de anticipar y responder de forma éptima a los cambios diarios del ambiente
(Pittendrigh, 1965; Daan y Aschoff, 2001). Cuando la sincronizacion ocurre, el
sistema adopta una relacion de fase especifica con la sefial sincronizadora (Daan
y Aschoff, 2001).

Las sefiales ciclicas del ambiente o sincronizadores desempefian un papel
relevante sobre la ritmicidad de un organismo, ya que los osciladores circadianos
son sensibles a estas, lo cual permite al sistema tener una orientacion temporal
adaptativa de su medio interno, con el externo (Gruart et al., 2002; Pittendrigh,
1960).

En condiciones naturales existen multiples sefales temporales ambientales, las
cuales deben cubrir los siguientes criterios para que sean considerados como
sefales sincronizadoras:

a) Las sefales sincronizadoras o zeitgebers deben ser estables en cuanto
a su periodo y fase.

b) Los osciladores circadianos deben ser sensibles a dichas sefiales.

c) El periodo del sincronizador debe de estar dentro del rango de
sincronizacion, el cual varia entre especies. Por ejemplo estudios con
ratones mostraron que el rango de sincronizacion de la actividad
locomotora (AcL) a ciclos de luz-oscuridad (L:O) puede ir de 21 a 28
horas (Moore-Ede et al., 1982). Mientras que para un ave (Fringilla



coelebs) en condiciones similares el rango de sincronizacion de la
actividad locomotora va de 23 a 25 horas (Daan y Aschoff, 2001).
d) La senal sincronizadora debe ser capaz de ajustar diariamente la fase

del oscilador, hasta que t sea igual a T (Daan y Aschoff, 2001,

Pittendrigh, 1965).
El ciclo L:O generado por la rotacién terrestre propicia un periodo y fase estable,
por ello el ciclo del fotoperiodo es considerado como la principal sefal
sincronizadora del sistema circadiano (Daan y Aschoff, 2001; Moore-Ede et al.,
1982).
El sistema circadiano ademas de ser sensible y sincronizable a sefales foticas,
también lo es a diferentes estimulos externos ciclicos que difieren de las sefales
luminosas tal como es el caso de la sincronizacion con la rueda de actividad
(Bobrzynska y Mrosovsky, 1998), la alimentacion restringida (Escobar et al., 1998;
Mistlberger, 1994; Stephan, 1992), cambios de temperatura ambiental en
explantes hipotalamicos (Buhr et al., 2010), la restriccibn materna (Ohta et al.,
2003), el amamantamiento (Caldelas et al., 2009; Jilge et al., 1987), inyecciones
hormonales (Balsalobre et al., 2000a; Davis y Mannion, 1988; Hastings et al.,
1992) y en cultivos in vitro a exposicion periédica de concentraciones de suero
(Balsalobre et al., 1998) entre otros estimulos. Estas manipulaciones no involucran
un fotoperiodo de L:O, por lo tanto son consideradas como sefiales no féticas, las
cuales cumplen con caracteristicas suficientes dentro los criterios de

sincronizacion para ser consideradas sefales sincronizadoras.

2.4 Acoplamiento con el resto del organismo

El acoplamiento es el proceso por el cual los osciladores del organismo se
mantienen funcionando de manera coordinada. Esto es posible cuando se ajusta
el periodo y la fase entre los diferentes osciladores (revisado en Caldelas, 2000).

En organismos complejos los osciladores estan organizados y distribuidos de tal

manera que conforman una red compleja que permite la interaccion vy



comunicacion entre ellos para coordinar los diferentes ritmos fisiolégicos (Abe et
al., 2002; Dibner et al., 2010; Fanjul-Moles y Marcia, 2009; Herzog, 2007).

Hasta el momento se ha sugerido que el fendmeno de acoplamiento se lleva a
cabo por tres maneras: 1) Via secrecion de hormonas, 2) via parasimpatica y 3)
via simpatica del sistema nervioso autbnomo. Por medio de estas rutas los
osciladores centrales y periféricos preparan la actividad para los cambios que se
avecinan asi como a las hormonas que se asocian con estos cambios (Buijs et al.,
2006). Sin embargo, cuando ocurre una disrupcidn en el funcionamiento del
marcapaso circadiano, como el caso de lesiones hipotalamicas 6 a la exposicion
prolongada de luz 6 oscuridad continua, se presenta un fenbmeno conocido como
desincronizacién interna. Una particularidad de la desincronizacion interna es la
presencia de diferentes periodos ritmicos generados por los osciladores; estos
periodos también pierden la relacion de fase que existia entre ellos (Caldelas,
2000).

3. Marcapasos y osciladores

Hasta el momento se han identificado estructuras en diferentes especies con el
papel de un marcapaso circadiano, por ejemplo, se sabe que la glandula pineal, la
retina y el hipotalamo anterior estan relacionas con la generacién de ritmos en
aves (Gwinner y Brandstatter, 2001). Estructuras en reptiles (/lguana iguana) como
la retina, la glandula pineal y areas del hipotalamo funcionan de la misma manera
(Bartell et al., 2004). El nucleo supraquiasmatico del hipotalamo anterior es
considerado como el principal marcapaso en mamiferos (Weaver, 1998).

3.1 El marcapaso circadiano de mamiferos

Diversos experimentos demuestran que el nucleo supraquiasmatico (NSQ) es el

principal marcapaso identificado en mamiferos. Es el responsable de orquestar la
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mayoria de ritmos bioldégicos que van desde conductuales (Satinoff y Prosser,
1988; Stephan y Zucker, 1972), hormonales (Buijs et al., 1993; Davis y Mannion,
1988; Moore y Eichler, 1972), metabdlicos (Reppert y Schwartz, 1984; Schwartz et
al., 1983), entre otros.

Los primeros indicios fueron identificados por dos grupos de investigacion, los
cuales llevaron a cabo lesiones electroliticas bilaterales del NSQ en ratas adultas;
el resultado fue la pérdida del ritmo de actividad locomotora e ingesta de agua
(Stephan y Zucker, 1972) y de la pérdida del ritmo en los niveles de corticosterona
en sangre (Moore y Eichler, 1972). Investigaciones posteriores revelaron que este
tipo de lesiones también abolen ritmos de caracter hormonal (Davis y Mannion,
1988) y reproductivos (Mosko y Moore, 1979a). También se demostré que
trasplantes de NSQ fetal a animales adultos arritmicos previamente lesionados,
producian la recuperacion de la ritmicidad (Drucker-Colin et al., 1984; Sawaki et
al., 1984). Estudios adicionales confirmaron que el NSQ transplantado impone el
periodo al organismo hospedero, ya que en hamsters silvestres arritmicos por
lesiones previas al NSQ, trasplantes de tejido fetal de NSQ de hamsters mutantes
tau (fenotipo que muestra un periodo mas corto de actividad locomotora)
recuperaron la funcidn ritmica la cual correspondidé al fenotipo del NSQ
transplantado (Ralph et al., 1990).

Adicionalmente en condiciones in vitro el NSQ muestra ciclicidad en su tasa de
disparo (Shibata et al., 1982), en la actividad metabdlica (Gillette y Reppert, 1987;
Shibata y Moore, 1988b), en la liberacion de neurotransmisores (Gillette y Reppert,
1987) y en la expresion génica (Abe et al., 2002; Yamazaki et al., 2000). También
se ha demostrado que cada célula del NSQ posee la capacidad de generar
oscilaciones independientes en su tasa de disparo por varios ciclos (Welsh et al.,
1995).

Después de conocer que las células del NSQ son capaces de funcionar como
osciladores independientes, se comenzé a indagar sobre las bases de la
generacion de los ritmos circadianos. La llegada de las herramientas moleculares
propiciaron que al final de la década de los 90’s se comenzaran a describir las
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oscilaciones de algunas proteinas en el NSQ de raton (Honma et al., 1998).
Actualmente se sabe que este fendmeno ciclico esta dado por una compleja
expresion e interaccion de genes denominados genes reloj, asi como de sus
productos proteicos (Pegoraro y Tauber, 2011; Takahashi, 1991), los cuales seran

mencionadas a mayor detalle en secciones posteriores.

3.2 Anatomia del NSQ

El NSQ es una estructura bilateral ubicada en el hipotalamo anterior, dorsal al
quiasma optico (QO) y lateral al Ill ventriculo (fig. 3). EIl NSQ esta constituido por
neuronas pequefias de aproximadamente 12 ym de diametro y consta entre
10,000 a 20,000 neuronas en roedores (Moore y Leak, 2001).

En ratas el NSQ tiene aproximadamente 300 ym de diametro y se expande
caudalmente sobre el QO a nivel del area retroquiasmatica, alcanzando una
longitud aproximada de 730 uym (Moore y Leak, 2001).

Tipicamente el NSQ esta dividido en dos subregiones de acuerdo a los dos
principales neurotransmisores producidos por las neuronas, la primera
corresponde a la regién conocida como “core”; esta region se caracteriza por
contar con neuronas positivas al péptido intestinal vasoactivo (VIP) y conforma
aproximadamente el 24% de la neuronas del NSQ (Moore et al., 2002). La
segunda division es conocida como “Shell” en la cual las células producen
principalmente vasopresina (VP) y constituye el 37% del total del NSQ (Moore et
al., 2002).

Sobre el eje rostro-caudal del NSQ, la distribucion de ambas regiones van
cambiando conforme su tamafio y morfologia. Estas variaciones difieren también
entre especies (Morin, 2007). Otros neurotransmisores producidos por el NSQ
son, el péptido liberador de la gastrina, péptido histidina isoleucina, sustancia p,
calbindina, encefalina, factor liberador de la corticotropina, entre otros (Moore y
Leak, 2001; Morin, 2007; van Esseveldt et al., 2000). Esta variedad de

neurotransmisores producida en el NSQ sugiere la existencia de una compleja
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comunicacion intrinseca y extrinseca del NSQ, asi como una estructura
multioscilatoria (Morin, 2007; Welsh et al., 1995), relevante para la coordinacion de
diversos ritmos (Herzog, 2007).

Figura 3. Microfotografias demostrativas de la localizacion del nucleo supraquiasmatico del hipotalamo. Las
imagenes izquierda y central pertenecen cortes coronales de tejido cerebral de conejos neonatos a las cuales
se les realizd la tincion de Nissl. La fotografia de la derecha pertenece a un NSQ de un roedor, en la cual se
representan las neuronas inmuno-positivas al péptido vasoactivo intestinal (VIP) localizadas en la zona
ventrolateral, mientras la zona dorsomedial contiene principalmente células inmuno-positivas a vasopresina
(VP). QO, Quiasma optico; DM, region dorsomedial; VL, region ventrolateral y Ill v, tercer ventriculo. (Esta
ultima fue modificada de van Esseveldt et al., 2000).

El NSQ recibe informacion del medio ambiente por medio de vias aferentes como
el tracto retino-hipotalamico las cuales permiten la sincronizacion del sistema
circadiano (van Esseveldt et al., 2000). Mientras las vias eferentes transmiten la
informacion generada por los osciladores a los demas sistemas por diversas
sefales de tipo humoral 6 eléctricas que a su vez regulan la expresion de diversos
procesos ritmicos, a nivel molecular, fisiolégico, metabdlico o conductual (Herzog,
2007; Roenneberg y Merrow, 2005).
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3.3 Vias aferentes

En mamiferos la principal via aferente por la cual la luz llega al NSQ proviene del
tracto retino hipotalamico (TRH) (Aguilar-Roblero y Toledo, 2004; Moore et al.,
1995). Esta proyeccion inicia en las células ganglionares de la retina e inerva la
region ventral del NSQ (Berson et al., 2002). Estudios realizados en ratones
modificados genéticamente para la carencia de conos y bastones mostraron que
esta ruta es totalmente independiente a la via encargada de la percepcion visual,
por lo que la degeneracion de estos fotorreceptores no tiene efectos en la
sincronizacion por luz (Freedman et al., 1999). Se sabe que dicha via involucra la
participacion de neurotransmisores tales como el glutamato y del polipéptido
pituitario activador de la adenilato ciclasa (Hannibal, 2002). Adicionalmente otras
vias aferentes que participan en modular informacion fética y no-fotica, provienen
del tracto geniculo hipotalamico (TGH) el cual esta comprendido por la hojuela
intergeniculada (HIG). Los principales neurotransmisores producidos en el TGH
son el acido gamma-aminobutirico (GABA) y el neuropéptido Y (Mrosovsky, 1995).
Otras dos vias ampliamente descritas provienen de las fibras serotoninérgicas
originadas en el nucleo del rafe dorsal (NDR), el cual tiene proyecciones hacia el
NSQ y hacia la HIG, mientras que el rafe medial tiene aferencias hacia el NSQ
(Dibner et al., 2010). Mientras tanto, por medio de la melatonina, la glandula pineal
también es considerada una via aferente al NSQ, sin embargo la sintesis de la
melatonina esta modulada por la actividad del NSQ por medio de la enzima N-
acetil-transferasa formando un circuito neuroendocrino entre ambas estructuras
(Aguilar-Roblero et al., 2004). La administracion de melatonina exdégena puede
sincronizar el ritmo de la actividad locomotora en roedores bajo oscilacidén
espontanea (Cassone et al., 1986). Sin embargo la administracion exogena de
esta hormona no tiene efecto sobre la actividad de los hamsters sirios, por lo que
se considera que el efecto de la melatonina difiere entre especies, cabe sefalar
que la sincronizacion con melatonina en roedores adultos es posible unicamente

con dosis superiores a las fisiologicas (revisado en Caldelas et al., 2005).
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3.4 Vias eferentes

La funcidon del marcapaso implica la generacion y transmision de la ritmicidad a
otros osciladores centrales y periféricos, por lo tanto, las conexiones del NSQ a
otras areas del cerebro son bastante diversas. Las eferencias son altamente
densas en la zona subparaventricular y rostralmente en el area predptica en la
base con el nucleo de la estria terminal y el septo lateral. Dorsalmente con el
hipotalamo dorsomedial y con el nucleo arcuato. EI NSQ también tiene
proyecciones al talamo, las cuales inervan al nucleo paraventricular. Otras
proyecciones ya han sido confirmadas en la habénula y la amigdala. Se sabe que
aproximadamente el 30% de los axones del NSQ contienen GABA y que también
el glutamato presente en los axones transmite sefiales circadianas a las

estructuras hipotalamicas (Dibner et al., 2010).

3.5 Osciladores centrales y periféricos

Existen evidencias que indican que ademas del NSQ existen otras entidades en el
sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP) que generan ritmicidad; de
hecho se ha propuesto la existencia de osciladores extra-NSQ los cuales también
cuentan con los mecanismos capaces de generar ritmicidad. Abe y colaboradores
(2002) realizaron estudios utilizando animales transgénicos caracterizados por
emitir bioluminiscencia cuando expresan un gen reloj (el cual sera explicado mas
adelante) al que le fue acoplada en su secuencia promotora el gen reportero de
luciferasa (Yamazaki et al., 2000). Con este modelo encontraron que diferentes
areas cerebrales exhibian ritmicidad circadiana in vitro tales como la glandula
pineal, la glandula pituitaria, el area retroquiasmatica, la eminencia media y el
bulbo olfatorio, entre otras. Asimismo, Guilding y colaboradores (2009)
encontraron que el hipotalamo dorsomedial, el nucleo arcuato, la parte tuberal y la
eminencia media también exhiben ritmicidad circadiana.

Las oscilaciones circadianas no solo se limitan al SNC, actualmente se conoce

que distintos tejidos como la retina (Tosini y Menaker, 1996), el higado (Davidson
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et al., 2008), el pulmdn, el musculo esquelético (Yamazaki et al., 2000), el
estdbmago, rindn, el corazon, el testiculo (Nishide et al., 2006), los fibroblastos
(Balsalobre et al., 2000a) entre otros tejidos mantienen oscilaciones circadianas. A
diferencia del NSQ, estos osciladores periféricos necesitan de las sehales
regulatorias del marcapaso (Guo et al., 2006) o en condiciones in vitro, recambios
de medio de cultivo son necesarios para que el oscilador pueda reiniciar y
continuar su ciclicidad (Balsalobre et al., 2000b; Davidson et al., 2008; Nishide et
al., 2006; Yamazaki et al., 2000).

4. Bases moleculares de los ritmos circadianos

El mecanismo molecular que genera oscilaciones autosostenidas en el NSQ,
involucra una asa de transcripcidon-traduccion autorregulada cuya duracién es
cercana a 24 horas, la cual consta de asas positivas y negativas (fig. 4). En esta
los factores de transcripcion CLOCK y BMAL1, forman un heterodimero
(CLOCK:BMAL1) y se unen a la caja E de los promotores de los genes de las
familias Periodo (Per1, Per2, Per3) y Criptocromo (Cry1y Cry2) entre otros, para
activar su transcripcion, posteriormente sus productos proteicos son traducidos en
el citoplasma (Borgs et al., 2009). La asa negativa esta integrada por el
heterodimero PER:CRY, el cual después de traducirse y unirse en el citoplasma
es fosforilado por la enzima casein cinasa 1 épsilon (CK1e) o delta (CK19),
posteriormente este heterodimero se trasloca al nucleo para reprimir su propia
transcripcion actuando sobre el complejo CLOCK:BMAL1 (Ko y Takahashi, 2006).
Por otra parte existe otra asa involucrada en la generacion y regulacion circadiana,
la cual también incluye al heterodimero CLOCK:BMAL1 el cual activa la
transcripcion de los genes Rev-erba y Rora, estos son capaces de regular la
expresion de Bmal1, activandola por medio de las proteinas ROR o reprimiéndola
las proteinas REV-ERB (Guillaumond et al., 2005). Por otra parte, se sugiere que

algunos genes controlados por el reloj (Ccg) estan modulados directamente por
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los procesos de auto regulacion de CLOCK:BMAL1 en el NSQ, y la expresion de
estos son los que producen los eventos ritmicos tales como la secrecion ritmica de

la arginina vasopresina presente en las neuronas del NSQ (Balsalobre, 2002).
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Figura 4. Esquema del asa de retroalimentacion molecular que ocurre en las neuronas del NSQ. A) Los
factores de transcripcion BMAL1-CLOCK se dimerizan. B) Este dimero se une a la region promotora de la caja
E de los genes Per1, Cry1, Rora, Rev-Erba y los genes Ccg (genes controlados por el reloj). En el citoplasma
los productos proteicos PERs, CRY, RORs y REV-ERBs siguen dos vias: C) las proteinas PERs y CRYs
forman un complejo con la enzima CK1 ¢/8 y se trasloca al nucleo; de manera similar las proteinas RORs y
REV-ERBs ingresan al nucleo. D) En el nucleo de la célula, RORs se une al promotor RRE y activa la
transcripcion del gen Bmal1, por otro lado la proteina REV-ERBs inhiben la transcripcién de Bmal1. Mientras
que al mismo tiempo el dimero PER-CRY, evita la actividad transcripcional de CLOCK-BMAL1. E) Las
proteinas PERs que no son dimerizadas con las proteinas CRYs, son fosforiladas por la enzima CK1 /3.

Imagen modificada de Ko y Takahashi, 2006.
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Actualmente se conoce que las mutaciones de alguno de estos genes tienen
generalmente un efecto sobre la expresion ritmica, por ejemplo, la mutacién alélica
del gen Clock en ratones confiere un alargamiento del periodo llegando a mostrar
arritmicidad bajo condiciones de oscuridad continua (Vitaterna et al., 1994). En
roedores la carencia simultanea de los genes Per?1 y Per2, (o de Cry1 y Cry2)
causa un arritmicidad a nivel molecular y de comportamiento (Ko y Takahashi,
2006). Experimentos con ratones carentes de la expresion del gen Per1 mostraron
un acortamiento en el periodo en oscilacion espontanea entre 0.5 a 1 hora,
mientras que para ratones carentes del gen Per2 el periodo se acortd ~1.5 h en las
mismas condiciones (Bae et al., 2001). De manera similar ratones deficientes en el
gen Cry1 muestran un acortamiento en su periodo en oscilacion espontanea de ~1
hora. En contraste ratones sin el gen Cry2 muestran un alargamiento en su
periodo de ~1 hora bajo condiciones constantes en comparacion con los animales
silvestres (van der Horst ef al., 1999). Por ultimo se conoce que las enzimas CK1e
y CK1d son factores criticos que regulan las proteinas en turno. Mutaciones en
cualquiera de estas alteran la actividad enzimatica y causan el acortamiento en el
periodo en mamiferos (Ko y Takahashi, 2006), inclusive en humanos generando el

sindrome de avance de fase del sueio (Xu et al., 2005).

5. Desarrollo de los ritmos circadianos en mamiferos

Existen varias interrogantes en la comprension del desarrollo de los ritmos
circadianos, una de ellas es identificar ¢ cual o cuales son las primeras estructuras
oscilatorias del organismo en desarrollarse?, por consiguiente ¢jcual es el
momento y bajo qué caracteristicas estas entidades son capaces de generar
ritmicidad?, a su vez también es de suma importancia establecer el momento en
que el patréon de expresion circadiano de un organismo en desarrollo es
comparable con el de un adulto. A continuacion se explicara brevemente el

desarrollo de algunos de los factores y mecanismos implicados en la generacién
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de la ritmicidad circadiana de animales en etapas prenatales y postnatales

tempranas.

5.1 Desarrollo del NSQ

El desarrollo del NSQ ha sido ampliamente estudiado en roedores, particularmente
en la rata. Entre los dias embrionico (E) 14 y E15, el NSQ y otras areas
hipotalamicas se forman a partir de la migracion de células del epitelio germinal
diencefalico ventral, hacia la region ventral de lo que sera el NSQ. Posteriormente,
entre los dias E16-E17 otro grupo de neuronas migran hacia la region dorsal del
NSQ, formando la region dorsomedial (Altman y Bayer, 1978). La neurogénesis en
el NSQ concluye alrededor del dia E18, en este momento el nucleo aumenta su
tamafno casi tres veces y su volumen se incrementa hasta nueve veces,
paralelamente el desarrollo de la red sinaptica es gradual hasta el dia E21,
aumentando rapidamente durante los dias postnatales (P) 3 al dia P10,
posteriormente el desarrollo de la red sinaptica continia lentamente hasta el

estado adulto (Moore y Bernstein, 1989).

5.2 Desarrollo de la ritmicidad enddgena

En fetos de ratas de 19 y 20 dias de gestacion se ha demostrado que el NSQ
exhibe un claro ritmo circadiano en la actividad metabdlica (Reppert y Schwartz,
1984), teniendo su acrofase en el dia subjetivo. Estudios in vitro de NSQ fetal
elaborados por Shibata y Moore (1987) demostraron que en el dia E22 la tasa de
disparo exhibe un patron circadiano de baja amplitud, la cual se va incrementando
conforme pasan los dias, asi mismo, encontraron que la acrofase de la actividad
eléctrica exhibe similitudes en la actividad metabdlica reportada por Reppert y
Schwartz (1984). A nivel molecular, Sladek y colaboradores (2004), demostraron
que el NSQ de ratas en el dia E19 la expresion de los genes Per1, Per2, Cry1y
Bmal1 ya es evidente, sin embargo, se requieren varios dias para que se
consolide la expresion circadiana de los mismos. Por el contrario, datos publicados
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por Ohta y colaboradores (2003) encontraron que el NSQ fetal de ratas, presenta
ritmicidad in vitro a partir del dia E20, las diferencias reportadas entre ambos
estudios posiblemente se deben a la metodologia empleada.

Para discernir si las oscilaciones halladas en el NSQ fetal tenian un origen
endogeno y no fueran producto de la madre, se realizaron diversos estudios; el
realizado por Shibata y Moore (1988a), donde reporté que la actividad metabdlica
del NSQ, tanto de los fetos, como de las hembras intactas mantenidas en L:L,
manifestaron un patron ritmico, en contraste, la actividad del NSQ de los fetos de
hembras con lesiones del NSQ aparentemente mostraron arritmicidad. Sin
embrago, los autores sugieren que esta aparente arritmicidad era causada por la
desincronizacion entre los fetos y la ausencia de sefales ritmicas por parte de la
madre. Otro experimento que refuerza esta hipotesis fue el que llevaron a cabo
Jud y Albrecht (2006), donde ratones hembras doble mutantes carentes de
mPer1?™™" | mPer2f™2 y mPer2®™" | Cry1”, caracteristicos por mostrar
arritmicidad en su actividad locomotora fueron apareados con machos silvestres; a
las crias de estas cruza les fue medida su actividad locomotora a las 7 semanas
de edad de manera individual y en condiciones de oscuridad constante la cual fue
comparada con la actividad locomotora de la madre y el padre mantenidos en ciclo
L:O. Con lo que encontraron que las crias heterocigotas mostraron una oscilacion
espontanea para la actividad locomotora aunque con un Tt mas corto en
comparacion con las crias provenientes de madre y padre cepa silvestre, mientras
que las madres no mostraron ritmicidad en su actividad a lo largo del experimento.
Por lo que concluyeron que el NSQ de las crias heterocigotas es capaz de generar
su propia ritmicidad desde etapas prenatales independientemente de la

funcionalidad del sistema circadiano de la madre.
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6. Sincronizacién a edades tempranas del desarrollo

En los mamiferos en desarrollo, en particular animales altriciales, la sincronizacién
materna resulta de gran relevancia para su Optimo desarrollo y supervivencia.
Como ya se menciond, la luz es la principal sefial sincronizadora en la mayoria de
los mamiferos y tiene la capacidad de regularizar el funcionamiento de las
neuronas del NSQ. En el caso de los fetos y neonatos altriciales esta situacion es
diferente (Ohta et al., 2008), debido a que el sistema circadiano aun no se
encuentra totalmente maduro, de hecho el desarrollo de TRH ocurre durante
etapas postnatales por lo que estos dependen de otras vias no-féticas para
ajustar sus osciladores enddgenos al tiempo geofisico, tales como el olfato en
mamiferos macrosmaticos (Granados-Fuentes et al., 2011; Granados-Fuentes et
al., 2004b), o bien, sefales que tienen lugar durante el momento de
amamantamiento tales como los cambios de la temperatura (Jilge et al., 2001), la
ingesta de la leche (Meza et al., 2008), la restriccion materna (Ohta et al., 2003),
entre otros.

El NSQ de los animales en desarrollo en particular de roedores puede
sincronizarse a sefales maternas desde que este se encuentra en el utero,
aunque aun se desconocen los mecanismos por los cuales se logra este
fendbmeno (Reppert y Schwartz, 1986). La madre genera las primeras sefiales
ciclicas que recibe el feto y tienen una influencia sobre el sistema circadiano de
este, asi lo demuestran experimentos realizados en hembras de hamsters
gestantes a las cuales les fue lesionado el NSQ y durante la gestacion cada 12
horas recibieron una inyeccion de aceite y 12 horas después una de melatonina.
Al nacer las crias permanecieron con la madre hasta a los 21 dias, edad donde
fueron destetadas y separadas individualmente para evaluar el inicio de la
actividad locomotora con el empleo de una rueda de actividad y compararla con el
inicio de la actividad de la madre, en los cuales ambos fueron mantenidos en
oscuridad continua. El resultado fue que el inicio de actividad de las crias fue
similar al inicio de actividad de las madres con NSQ lesionado que recibieron
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inyecciones de melatonina. Este trabajo demostr6 que las sefiales maternas
(melatonina) influyen sobre el sistema circadiano del feto (Davis y Mannion, 1988).
Estudios con técnicas moleculares realizados por Ohta y colaboradores (2003),
demuestran que desde el dia E20 a P6 el patron de expresiéon de los genes Per1y
Per2 en el NSQ de ratas mantienen una relacion de fase con respecto al horario
en el que las crias tuvieron acceso a la madre. Estos trabajos revelan que las
sefales maternas desempefian un papel importante en etapas tempranas de la
ontogenia y que tienen una influencia en la expresion de los ritmos circadianos de
animales en desarrollo.

Estudios adicionales de nuestro grupo de trabajo demuestran por medio de
hibridacién in situ que la maduracién de la maquinaria molecular de los genes
Per1, Bmal1y Cry1 presentes en el bulbo olfatorio de conejos neonatos y juveniles
se consolida de manera ritmica antes que los patrones de expresion presentes en
el NSQ (Montufar-Chaveznava et al., 2012). Estos trabajos nos sugieren que el
desarrollo y maduracién del sistema circadiano en animales neonatos altriciales se
lleva de manera gradual y heterocrénica para cada uno de los elementos
moleculares.

Es claro que la maquinaria molecular presente en el NSQ de mamiferos en
desarrollo es sincronizable a sefales ciclicas maternas, paralelamente algunos
trabajos abordaron el efecto que tienen estas sefales ciclicas maternas en el
desarrollo y expresion de los ritmos en los osciladores periféricos. Ohta vy
colaboradores (2003) encontraron que la presencia materna ademas de
sincronizar la fase de expresion de los genes Per1y Per2, a nivel central, también
es capaz de reiniciar la maquinaria molecular en osciladores extra-NSQ, tales
como el hipocampo y en el nucleo paraventricular hipotalamico. A nivel periférico
se ha encontrado que en el higado la expresion de los genes Per1 y Rev-erba ya
se encuentra presente desde el dia E20, sin embargo, la fase de expresion de
Rev-erba se ajusta hasta el dia P10, adquiriendo un patron similar al de adultos.
De igual manera, el patrén temporal de Per1 exhibe estrechas similitudes al patron

de expresion de los adultos desde el dia P10 (Sumova et al., 2008). Toda esta
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evidencia indica que a edades tempranas del desarrollo, el sistema circadiano
presenta las caracteristicas neuroanatomicas y fisiologicas para sincronizarse vy
responder paulatinamente de manera adecuada a las sefiales ciclicas externas tal

como sucede en los animales adultos.

7. El conejo europeo como un modelo natural de sincronizacién
durante el desarrollo

Las caracteristicas biologicas del conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) ofrece
un modelo natural para el estudio de la ritmicidad circadiana en etapas tempranas
del desarrollo. En la naturaleza, la hembra elabora un nido con forraje y pelo que
se desprende de su vientre y flancos 2 a 3 dias antes de parir. Una vez que pare
la hembra, abandona su madriguera cubriendo la entrada y solo retorna una vez al
dia para alimentar a sus crias durante un lapso de 3 a 5 min (Zarrow et al., 1965).
Por otra parte al momento del nacimiento, los neonatos nacen con los parpados y
canales auditivos cerrados, adicionalmente la madriguera esta aislada de sefales
ciclicas ambientales. Por lo que resulta de suma importancia que el sistema
circadiano de los neonatos funcione adecuadamente de tal forma que les permita
anticipar la llegada de la madre para alimentarse en el corto lapso que tiene la
visita de la hembra lactante (Hudson y Distel, 1982). Esta relacién madre-cria y el
repertorio conductual de estos persiste en condiciones de cautiverio, sin alterarse
por algun tipo de manejo (Hudson y Distel, 1982; Jilge y Hudson, 2001).

Se sabe que desde los primeros dias de vida, los conejos neonatos anticipan el
momento de la llegada de la madre (Caldelas et al., 2007; Hudson y Distel, 1982;
Jilge et al., 2001) lo cual es un claro indicador de que el sistema circadiano es
funcional en esta etapa del desarrollo.

Estudios realizados en edades tempranas en esta especie han demostrado que el
proceso del amantamiento funciona como un sincronizador no-fético a nivel de

NSQ (Caldelas et al., 2005) siendo este capaz de modificar la expresion de los
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genes Per1, Per2 y Bmal1 a un cambio de horario de amantamiento (Caldelas et
al., 2009). Estos experimentos sugieren que el proceso de amantamiento puede
sincronizar al sistema circadiano de los neonatos posiblemente con la
participacion de una o varias sefales presentes en el proceso, tales como el
contacto de la madre con la cria, lo cual involucra la temperatura, presion tactil de
la piel y el pezon, (revisado en Caldelas et al., 2005) o la feromona 2-metilbut-2-
enal presente en la leche materna de conejos (Schaal et al., 2003), entre otras
sefales.

Por otra parte se conoce que en neonatos la sincronizaciéon al evento de
amantamiento produce oscilaciones ritmicas a nivel fisiolégico (Jilge y Hudson,
2001; Jilge et al., 2000; Trejo-Munoz et al., 2012), endocrino (Escobar et al., 2000;
Rovirosa et al., 2005), conductual (Trejo-Mufioz et al., 2012) y molecular (Caldelas
et al., 2009; Caldelas et al., 2007).

Mas sorprendentemente es, que esta ciclicidad se mantiene bajo condiciones de
ayuno después de varios ciclos, lo que corrobora la participacion del sistema
circadiano en la regulacién temporal de procesos vitales en conejos neonatos
(Caldelas et al., 2009; Jilge y Hudson, 2001; Jilge et al., 2000; Trejo-Mufioz et al.,
2012).

7.1 Expresion ritmica de la temperatura corporal y actividad locomotora

Jilge y colaboradores (2001) caracterizaron el ritmo de temperatura corporal (Tc)
en conejos neonatos mantenidos en L:L y amamantados cada 24 horas desde el
dia P4 al P28 de edad. En dicho trabajo reportan tres componentes caracteristicos
del ritmo de temperatura corporal (fig. 5):

1. Aumento anticipatorio al amamantamiento: la temperatura corporal
muestra un incremento de aproximadamente 0.4-0.6 °C por encima de la
temperatura media entre 3 a 4 horas antes de la llegada de la madre.

2. Pico de temperatura: la maxima temperatura corporal tiene lugar

durante el momento en que el animal esta siendo amamantado, esta se
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incrementa en promedio de 0.3-0.6 °C.

3. Postprandio: momentos después que el animal termina de consumir la
leche, el patron de la temperatura sufre un decremento entre 1.2-1.5°Cy
permanece baja por alrededor de 3 a 5 horas.

Por otra parte al ser sometidos los conejos neonatos a restriccion materna de 48
horas (Jilge et al., 2000) y 72 horas (Jilge et al., 2001), se encontré que durante el
primer ciclo de restriccion materna, el aumento anticipatorio al amamantamiento
en la Tc se prolonga por alrededor de 5 a 7 horas y no ocurre el aumento de
temperatura correspondiente al pico de ingesta de alimento ni tampoco la
disminucidon abrupta de temperatura caracteristica del postprandio.
Posteriormente, la temperatura va decrementandose hasta alcanzar el promedio
del dia. Durante el segundo ciclo de ayuno, se repite el mismo patrén con la
diferencia de que el componente anticipatorio es de menor amplitud. La
persistencia del componente anticipatorio durante la restriccibn materna es un
claro indicador que esta siendo generado y modulado por el sistema circadiano de
manera endogena. Mientras que el pico de temperatura y el postprandio estan
asociados al evento del amamantamiento, por lo que no son considerados como

parte de un proceso circadiano (Jilge et al., 2000; 2001; Trejo-Mufioz et al., 2012).
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Figura 5. Patrones temporales de temperatura corporal de conejos en condiciones normales (A) y en ayuno de
48 h (B). En la grafica A se pueden observar los componentes presentes, antes, durante y después del
amamantamiento. El nUmero 1, representa el aumento anticipatorio al alimento el cual se eleva por encima de
la media horas antes de arribo de la madre. En el nimero 2, esquematiza el pico de ingesta de alimento y
corresponde al momento en que el neonato es alimentado. El nimero 3, se refiere al periodo postprandio e
indica a la disminucién de la temperatura por un lapso importante de tiempo después de comer. En la grafica
B las lineas verticales punteadas indican el horario en que el amamantamiento fue omitido, como se puede
observar el patréon carece de los componentes 2 y 3 presentes en la grafica A. Lo cual indica que el Unico
componente producido endégenamente es el aumento anticipatorio del amamantamiento. Imagen modificada
de Jilge et al., 2000.
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Respecto a la actividad locomotora los conejos neonatos muestran un claro patron
de actividad anticipatoria a la llegada de la madre lactante (Caba et al., 2008;
Caldelas et al., 2009; Jilge, 1995; Trejo-Munoz et al., 2012). En el primer trabajo,
dos grupos de neonatos fueron mantenidos en oscuridad continua, sin embargo,
las hembras lactantes fueron colocadas en ciclo L:O, un grupo de neonatos fueron
amamantados durante la noche subjetiva mientras el grupo restante en al dia
subjetivo. En ambos grupos de animales fue reportada una evidente actividad
anticipatoria en la actividad locomotora horas antes de la llegada de la hembra
lactante. Es importante sefialar que la actividad anticipatoria de los neonatos en
los experimentos realizados por Jilge (1995) y Caba (2008) fueron hechos
grupalmente. A diferencia del estudio publicado por Trejo-Muinoz y colaboradores
(2012) donde el analisis de actividad anticipatoria de cada animal fue realizado
individualmente y junto con el desarrollo de un analisis matematico mas
especifico, se di6 a conocer que el patron circadiano de la anticipacion al
amamantamiento en actividad locomotora y temperatura corporal inicia 2 horas
previas al arribo la coneja lactante. Ademas muestra como este evento se
consolida alrededor de dia P5 y este permanece durante dos ciclos continuos en
ausencia de la sefal sincronizadora. Esta serie de trabajos demuestran que el
conejo neonato es hasta el momento el unico modelo animal en presentar
anticipacién en la temperatura corporal y actividad locomotora ante las senales
maternas. En el neonato ambos procesos son modulados por el sistema
circadiano, dicho modelo otorga ventajas para investigar de manera natural y poco
invasiva cual o cuales son los mecanismos involucrados en la generacién y

respuesta ante una senal compleja no-fética como lo es el amantamiento.
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8. Lesiones de NSQ

A lo largo del tiempo se han realizado diversos estudios para establecer el efecto
de las lesiones de NSQ sobre a expresiéon de diferentes variables en otras
especies tales como, la rata (Aguilar-Roblero et al., 1992; Clarke y Coleman, 1986;
Drucker-Colin et al., 1984; Moore y Eichler, 1972; Stephan y Zucker, 1972), el
raton (Marchant y Mistlberger, 1997; Moriya et al., 2009), el hamster (Refinetti et
al., 1994) y el mono ardilla (Fuller et al., 1981), sin embargo, cabe destacar que
practicamente casi todos los estudios publicados a la fecha, han sido realizados
en animales adultos.

Desde los primeros estudios realizados a principios de los afios 70’s, las lesiones
de NSQ han sido una estrategia muy recurrida con la que tanto Moore y Eischler
(1972), como Stephan y Zucker (1972) evidenciaron que ritmos conductuales y
hormonales perdian su organizacion temporal caracteristica a consecuencia de la
lesion de esta estructura hipotalamica.

Estos datos fueron confirmados por estudios posteriores por Fuller y
colaboradores (1981) donde lesiones bilaterales del NSQ de monos ardilla no
modificaron el patrén de expresion de la temperatura corporal, mientras que el
ritmo de ingesta de agua se perdié cuando los animales fueron mantenidos en L:L.
En contraste, Eastman y colaboradores (1984) reportaron que tanto el ritmo de
suefno-vigilia y la temperatura ritmica cerebral son eliminados por lesiones de NSQ
en ratas alojadas en L:L, mientras que animales con lesiones parciales mostraron
una débil oscilacion espontanea para ambos ritmos en condiciones similares, un
numero limitado de estos mostraron una recuperacion total en la expresion de
parametros ritmicos. De forma similar, Refinetti y colaboradores (1994)
demostraron que las lesiones totales de NSQ de hamsters mantenidos en
condiciones constantes de L:L 6 O:O producian pérdida de la ritmicidad a nivel
conductual y de la temperatura corporal. En contraste, existen reportes en la
literatura de trabajos realizados en ratas, en los que la ritmicidad en la temperatura
corporal persiste a pesar de haber sido eliminado el NSQ y en algunos casos,
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encontraron la eliminacién total del ritmo de ingesta de agua (Satinoff y Prosser,
1988). Dichos estudios ponen en evidencia la controversia que existe sobre el
efecto que tienen las lesiones totales de NSQ sobre la regulacion ritmica de la
temperatura corporal. El control de temperatura es una variable fisiologica
compleja, que no solo involucra la regulacion de nucleos cerebrales (Saper et al.,
2005), sino también la participacion de organos periféricos (Refinetti y Menaker,
1992).

Cabe senalar también que diversas aproximaciones evaluaron el efecto de las
lesiones totales del NSQ y la administracion restringida de alimento sobre la
organizacion temporal de roedores. Krieger y colaboradores (1977) sometieron a
ratas lesionadas a un programa de restriccion de alimento en donde las ratas
tenian acceso a este durante 2 horas en la fase luminosa encontrando que el ritmo
de temperatura corporal persiste a pesar de la lesion del NSQ, aun mas, en este
parametro fue evidente el incremento horas antes del acceso al alimento
mostrando un claro componente anticipatorio a este. Posteriormente fue
corroborado en multiples experimentos en roedores adultos que la actividad
anticipatoria al alimento (AAA) es un fenomeno que no depende de la integridad
del NSQ (Stephan, 2002).

8.1 Lesiones del NSQ en animales neonatos

Existen escasos trabajos en los que se ha explorado el efecto de las lesiones del
NSQ en etapas tempranas del desarrollo (Mosko y Moore, 1978; 1979a; 1979b;
1979c). Dichos estudios fueron realizados en ratas de 2 dias de edad, con la
finalidad de establecer si el NSQ vy el hipotalamo adyacente tenian la capacidad de
mostrar fendmenos plasticos que llevaran a la regeneracién de la funcion ritmica,
sin embargo, encontraron que las ratas exhibian la pérdida de la ritmicidad tanto
en la actividad locomotora, la ingesta de agua, asi como alteraciones en el ciclo
estral en hembras. Adicionalmente, no fueron encontrados indicios de

regeneracion neuronal en la zona lesionada. Posteriormente estos mismos autores
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mediante infiltraciones de prolina radioactiva [°H] en el ojo de ratas de 25 dias de
edad con lesiones totales de NSQ realizadas a los 2 dias de edad, encontraron
qgue la lesién no tiene efecto sobre el desarrollo postnatal de las fibras del tracto
retino hipotalamico, sin embargo, si encontraron alteraciones en la formacion de
estas fibras en animales con lesiones unilaterales (Mosko y Moore, 1979c).
Resultados que sugieren que la formacion de las proyecciones del TRH dependen
del tamano y localizacion del NSQ no dafiado. En esta serie de cuatro estudios
descubrieron que la lesion de NSQ a edades tempranas del desarrollo tuvo un
efecto irreversible sobre la expresion de la actividad locomotora, ingesta de agua y

ciclo estral.

8.2 Sincronizacion por alimento en roedores adultos

Dentro de la cronobiologia en muchos mamiferos, incluidos los roedores de
laboratorio, la variacion en la porcion y la frecuencia de las comidas puede ser
explicada de acuerdo a la hora del dia, de forma mas precisa a la hora biolégica.
(Rosenwasser et al., 1981).

La restriccion diaria de alimento tiene una propiedad muy interesante sobre el
funcionamiento del sistema circadiano, ya que esta actua como un estimulo
sincronizador no-fotico (Mistlberger, 2011).

El fendmeno anticipatorio es una caracteristica adaptativa vital y relevante para el
organismo, puede ser considerado como un proceso de respuesta basado en los
cambios predictivos del entorno (Antle y Silver, 2009). La restriccion diaria de
alimento dentro de una ventana de tiempo desencadena una respuesta compleja
del organismo conocida como AAA, la cual se caracteriza por el incremento en
diversos parametros cercanos al acceso al alimento como lo son: cambios
metabdlicos (aumento de la actividad enzimatica de la glucogeno sintetasa vy
fosforilasa, tirosina transaminasa ademas de otras), hormonales (incremento en
suero de corticosterona, prolactina, insulina, adrenocorticotropina entre otras),

fisiologicas (incremento de la temperatura corporal, consumo de oxigeno, emision
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de bioxido de carbono entre otras) y conductuales (incremento de la actividad
locomotora, ingesta de agua) solo por mencionar algunas (revisado en Boulos y
Terman, 1980).

Evidencias experimentales demuestran que para que se genere el fendbmeno de la
AAA, el alimento debe ser presentado dentro de un rango determinado de tiempo,
por lo regular el sistema necesita de 2 a 4 horas de acceso al alimento para que el
organismo produzca este fenomeno (Mistlberger, 2009). Sin embargo estudios
realizados por Stephan y Becker (1989) mencionan que la AAA puede presentarse
en restricciones de 4 a 10 horas y puede perderse en un rango de 12 horas.

Bajo estas condiciones, el acceso restringido al alimento conlleva al organismo a
una serie de cambios anticipatorios que van desde niveles metabdlicos (Diaz-
Munoz et al., 2000; Escobar et al., 1998), conductuales (Stephan, 1992),
hormonales (Krieger y Hauser, 1978; LeSauter et al., 2009) y fisiolégicos como el
aumento de la temperatura corporal (Boulamery-Velly et al., 2005; Caldelas et al.,
2009; Trejo-Mufioz et al., 2012), entre otros.

La AAA es una respuesta compleja que se regula periddicamente, la cual
actualmente se sugiere que involucra a mas de un oscilador circadiano. Esta
hipdtesis resulta de diversos estudios donde la restriccion de alimento tiene un
efecto sincronizador sobre la expresion ritmica de genes como Per?1 y Per2 en
zonas cerebrales tales como el hipotalamo dorsomedial (Mieda et al., 2006), el
hipocampo, la corteza cerebral (Wakamatsu et al., 2001), el nacleo acumbens, el
septo lateral, la corteza prefrontal (Angeles-Castellanos et al., 2007) entre otras
estructuras centrales. Sin embargo, otros trabajos también demuestran que en
osciladores periféricos tales como el higado y pulmoén la restriccion de alimento es
capaz de modular la expresion de los genes Per1 (Stokkan et al., 2001). Damiola y
colaboradores (2000) mostraron que esta restriccion modula la fase de expresion
de los genes Per1, Per2, Per3 y Cry1 en el higado de ratas adultas cuya
sincronizacion ocurre de forma mas rapida en comparacion de otros 6rganos tales

como el rifidn, pancreas y corazon.
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Toda esta evidencia hizo suponer la existencia de un oscilador anatomico
especifico para el alimento, el cual se denomind oscilador sincronizado por
alimento (OSA) (Stephan, 2002). Por ello, para localizar el OSA se comenzaron a
realizar experimentos lesionando estructuras cerebrales tales como el nucleo
dorsomedial del hipotalamo (Landry et al., 2006; Moriya et al., 2009), el nucleo
ventromedial del hipotalamo (Mistlberger y Rechtschaffen, 1984), el nucleo
paraventricular talamico (Landry et al., 2007), por mencionar algunas. Sin
embargo, el resultado de estas lesiones no elimind el fendmeno anticipatorio. Por
lo que a la fecha no se ha podido identificar a un sustrato neuroanatomico que
regule dicho fendmeno. Actualmente existen varias hipotesis que proponen que la
AAA esta generada por la interaccion entre osciladores periféricos y centrales
(Escobar et al., 2009). Un trabajo reciente publicado por Acosta-Galvan vy
colaboradores (2011) demostraron que la interaccion entre el NSQ y el nucleo
dorsomedial del hipotalamo conforman una comunicacion entre ambas estructuras
modulando la AAA al alimento de la actividad locomotora. La conclusion de este
trabajo se logro mediante lesiones del nucleo dorsomedial de ratas adultas, en las
cual se utilizé acido cainico como un mecanismo alterno a la lesion electrolitica,
permitiendo asi explicar la controversia que existe entre diversos trabajos sobre la
participacion del nucleo dorsal del hipotalamo en la generacion de la AAA (Moriya
et al., 2009).

Sorprendentemente la restriccion de alimento no tiene un efecto sobre el patron de
expresion de los genes Per1 y Per2 en el NSQ (Damiola et al., 2000; Stokkan et
al., 2001). Asi lo demuestran estudios con ratas transgénicas las cuales fueron
sometidas a un régimen de alimentacion restringida durante la fase luminosa del
ciclo, en las cuales se evalud la expresion del gen Per1 en explantes de NSQ,
donde encontraron claras similitudes en la fase de expresiéon de Per1 tanto en
animales restringidos como ad libitum. En contraste, la fase de expresion hallada
en el higado en los animales ad libitum ocurrié en el ultimo tercio de la fase de
oscuridad mientras que la fase en los animales con alimentacion restringida

sucedio durante la fase de luz, al final de la presentacion del alimento (Stokkan et
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al., 2001). Por otra parte Wakamatsu y colaboradores (2001) usando hibridacion in
situ mostraron que las fases de expresién de los genes Per1 y Per2 en corteza
cerebral e hipocampo, fueron sincronizadas al momento de acceso al alimento
tanto en la fase luminosa del ciclo L:O como en oscuridad continua (O:0),
mientras que las fases de los genes mencionados en el NSQ en los grupos de
animales ad libitum y restringidos no tuvieron cambios tanto en L:O como en O:O.
Esta evidencia indica que el acceso restringido al alimento no tiene un efecto
sobre la expresion génica del marcapaso circadiano.

Adicionalmente, trabajos realizados en roedores adultos con lesiones completas
de NSQ, evidenciaron que esta estructura no es necesaria para la generacion y
control de la AAA, debido a que la ritmicidad en los niveles plasmaticos de cortisol
permanecen sincronizados al momento del acceso al alimento en la fase de luz
(Krieger et al., 1977), asi como la actividad locomotora (Clarke y Coleman, 1986).
Con lo que se constaté que el fendmeno anticipatorio no depende de la integridad
del NSQ.

En la actualidad, existe una gran variedad de experimentos donde se ha
investigado cuales son los mecanismos de anticipacion a diversas sefales
ciclicas, sin embargo, la mayoria de trabajos han sido realizados en roedores
adultos. Debido a las caracteristicas con las que nacen los mamiferos altriciales se
desconoce si estos neonatos poseen la capacidad de la anticipacidn a etapas
tempranas del desarrollo; y en el caso que la tengan, surge la pregunta de cual o
cuales son los mecanismos con los que estos mamiferos detectan, procesan,

generan y exhiben los eventos ritmicos que ya se conocen en un animal adulto.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad se desconoce si la expresion de la ritmicidad a nivel fisiologico
(temperatura corporal) y conductual (actividad locomotora) durante etapas
tempranas del desarrollo, en particular en etapas pre-visuales, dependen de la
integridad del NSQ. Por lo que el presente estudio esta encaminado a establecer
la relevancia de esta estructura hipotalamica en la organizacion temporal de los

conejos neonatos.
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IIl. HIPOTESIS

En conejos neonatos la capacidad de estimar el paso del tiempo es independiente
de la integridad del NSQ, por lo que las lesiones electroliticas bilaterales de esta
estructura hipotalamica, careceran de efecto sobre la regulacion temporal de los

patrones de actividad locomotora y de temperatura corporal.
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IV. OBJETIVOS

4. Objetivo general

o Establecer cual es la participacion del NSQ en la generacion de la
ritmicidad circadiana de la temperatura corporal y actividad locomotora de
conejos en desarrollo, mantenidos bajo condiciones de luz continua

amamantados cada 24 h y bajo alimentacién solida controlada..

4.1 Objetivos particulares

* Caracterizar el patron temporal de la temperatura corporal y la actividad
locomotora en conejos intactos (Con), con lesiones falsas (Sham) y con
lesiones de NSQ (Lx-NSQ) bajo las siguientes condiciones:

1. Ante cambios de fase de la senal sincronizadora,

2. En la ausencia de la sefial sincronizadora (amamantamiento),

3. En la transicion a alimentacion soélida.
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V. MATERIAL Y METODOS

5. Condiciones de alojamiento

El presente trabajo se realiz6 en el Bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM. Las conejas reproductoras fueron alojadas en jaulas
individuales (120 cm de largo x 60 cm de ancho x 45 cm de altura), bajo un ciclo
de luz-oscuridad de 16:8 (encendido de luz 09:00 h., con apagado a la 01:00 h)
con una temperatura regulada de 21+0.6 °C, humedad relativa de 20-40%,
alimento procesado (Conejos Max Premiun Reproductor, Malta Cleyton, México) y
agua ad libitum.

Adicionalmente, se utilizé una sala de registro independiente ubicada en el mismo
Bioterio separado de la sala en el que se encontraban alojadas las hembras
reproductoras. Las condiciones ambientales de este cuarto fueron similares al
cuarto de las reproductoras, excepto la iluminacién la cual fue proporcionada por
lamparas de luz blanca halégena (Philips, 32 Watts Alto USA, 860-2210 luxes), las
cuales permanecieron encendidas durante el desarrollo de todo el protocolo.

El manejo de los animales fue llevado a cabo con base a la Guia para el Cuidado
y Uso de los Animales de Laboratorio (National Research Council 1996) y conto
con la aprobacién del Subcomité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
en Experimentacion (SICUAE) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
perteneciente a la UNAM y por el SICUAE del Instituto de Investigaciones
Biomédicas (protocolo numero 098).

5.1 Partos

Los partos fueron programados con un mes de anticipacion; Se utilizaron de 4 a 7
hembras gestantes por experimento. Tres dias previos al parto a cada hembra
gestante le fue colocada una caja nido (28 x 29.5 x 30 cm) de cloruro de polivinilo
(PVC) con una entrada de 14 cm de diametro, con material de cama (avena). En
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algunos casos fue necesario inducir el parto con oxitocina, 0.2-3 Ul/kg via IM, para

coordinar que el nacimiento de todas las camadas ocurriera el mismo dia.

5.2 Animales y grupos

A lo largo del protocolo se emplearon conejas adultas (n=20) de la raza Chinchilla
(Oryctolagus cuniculus) de las cuales se obtuvieron un total de 35 neonatos, de 39
camadas diferentes. De tal forma que fueron considerados en el presente estudio
6 conejos intactos, 6 con falsas lesiones (sham) y 6 con lesiones totales de NSQ.
Fueron eliminados del estudio los animales que presentaron lesiones parciales de
NSQ (n=12), los que presentaron alguna complicacién asociada a la cirugia (n=4)
y se presentd 1 deceso durante la cirugia. El rango de partos por hembra fue entre
1 a4, con un promedio de crias por camada de 6 * 2.

El dia de nacimiento fue considerado como dia postnatal 0 (P0O), cada cria fue
pesada y marcados con plumones indelebles sobre la parte interna de las orejas.
Los recién nacidos permanecieron con una hembra lactante hasta el dia P4 y
posteriormente fueron trasladados a la sala de registro. Las camadas fueron
asignadas a uno de los tres grupos experimentales: grupo de animales intactos
(Con); grupo con lesion falsa (Sham) y grupo con lesién total de NSQ (Lx-NSQ).

5.3 Cirugias

A los animales del grupo control les fue realizada una cirugia para la implantacion
de un sensor de telemetria dentro de la cavidad abdominal. Los neonatos del
grupo Sham y Lx-NSQ fueron sometidos a dos cirugias, primero a una cirugia
estereotaxica y posteriormente se realizo la implantacién de un sensor. En el caso
del grupo Sham la cirugia estereotaxica se realizd6 con la caracteristica de no
eliminar electroliticamente al NSQ. Mientras que a los animales con lesién total de
NSQ les fue realizado el procedimiento que se describe a continuacion.
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5.3.1 Cirugia estereotaxica

Para aumentar las probabilidades de lesionar completamente el nucleo
supraquiasmatico, se estandarizaron una serie de manipulaciones previas a la
cirugia.

* Se monitoredé desde el nacimiento el peso corporal de los neonatos, de tal
forma que los animales que en PO pesaron en promedio 53.6 + 4.6 gr,
tuvieron mayor probabilidad de alcanzar un peso entre 73 + 4.8 gr para el
dia P4. Este rango de peso y tamafo del animal fue fundamental para
homogenizar el tamafo de la cabeza de los animales a lesionar.

* Los animales fueron anestesiados con Sevoflurano (Sevorane, Abbot,
USA), en condiciones asépticas utilizando un bisturi (#10) se hizo una
incision de aproximadamente 1.5 cm en ambos pabellones auriculares,
alcanzando el foramen auricular, esto con el fin de poder montar
adecuadamente al neonato en un aparato estereotaxico. Se utilizd un
estereotaxico para roedores (Stoelting), con un electrodo aislado de 0.25
mm de diametro con solo 0.1 mm de punta sin aislar. Con el objetivo de
montar adecuadamente la cabeza del animal, los pabellones auriculares de
ambas orejas fueron incididos aproximadamente 1 cm y la cabeza fue
alineada al eje horizontal de ambos lapices laterales, los cuales fueron
introducidos con wuna ligera presion sobre el foramen auricular.
Posteriormente, el cuerpo del neonato fue puesto sobre una almohadilla
eléctrica de 30.5 x 34.4 cm (CONAIR Heating Pad, E.U.A) el cual fue
sostenido por una plataforma de metal 11.5 x 25 cm, con el objetivo de
disminuir la pérdida de temperatura corporal.

* Una vez montado, la barra de incisivos fue introducida en hocico del
neonato 0.8 cm. Posteriormente, sobre la barra mencionada se elabor6 una
mascara de forma cilindrica con una pelicula plastica de parafina con la

cual se control6 la anestesia de forma manual.
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La cirugia estereotaxica inicié con la antisepsia con yodo la parte superior
del craneo; con un bisturi se realizé una incisién de aproximadamente 2 cm
en la piel del craneo sobre linea media. Se retird el periostio hasta visualizar
la sutura sagital y la sutura bregma (fig. 6a), suturas sobre las cuales se
aline6 el electrodo a nivel del craneo hasta tocar superficialmente y
céntricamente la sutura bregma (fig. 6b). Se registraron las lecturas de los
ejes antero-posterior, medio-lateral y dorso-ventral. A cada eje se le sumo
o restd las coordenadas tedricas previamente establecidas en estudios
pilotos realizados en nuestro grupo quedando de la siguiente manera:
antero-posterior +0.03, medio-lateral +/- 0.03 y dorso-ventral -1.05. Una vez
hecha la suma y resta para los tres planos se procedié a hacer el trepano
de aproximadamente 0.5 cm x 0.3 cm con un bisturi (#11), siendo el plano
transversal el mas largo para evitar romper el seno venoso que se
encuentra debajo de la sutura sagital (fig. 6¢). El trépano se retird
parcialmente y se procedié a desplazar ligeramente el seno venoso para
que este no fuera perforado con el electrodo (fig. 6d), a continuacion el
electrodo fue descendido a la coordenada final del plano dorso-ventral,
desplazado sobre el plano medio-lateral en cada una de las coordenadas
finales, en las cuales se aplicaron descargas electroliticas con una duracion
de 15 segundos e intensidad de 2 a 4 milivolts. Finalmente, se regreso el
electrodo a la coordenada original del plano medio-lateral y fue retirado. La
tapa del trepano fue colocada en su posicion original y la piel fue suturada
con material absorbible (calibre 000). El neonato fue desmontado del

estereotaxico para la implantacion del sensor.
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Figura 6. Esquema representativo del procedimiento quirdrgico para lesionar el NSQ. A) después de una
incision en la superficie del craneo se localizan las suturas bregma y lambda. B) se retira en periostio, al
nivel del craneo y céntricamente se coloca el electrodo exactamente por encima de esta sutura,
posteriormente se toma la lectura de los tres planos (rostro-caudal, ventro-dorsal y latero-medial). C)
con un bisturi se marca un trepano en forma rectangular y cuidadosamente se elaboran los cortes (linea
punteada), evitando que el trepano pueda desprenderse totalmente. D) el trepano es levantado y

cuidadosamente el seno venoso es desplazado para permitir el paso del electrodo.

5.3.2 Implantacion del sensor de telemetria

La cirugia para implantar los sensores de telemetria fue llevada a cabo bajo
condiciones aseépticas. Para las crias de los grupos Sham y Lx-NSQ, este
procedimiento fue realizado inmediatamente después de la cirugia estereotaxica,
dejando al final los animales del grupo control. Cada animal fue colocado de cubito

dorsal sobre un tapete térmico. De la misma manera se utilizé6 sevoflurano como
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anestesia y se controlé de forma manual. Se desinfectd el abdomen del neonato y
posteriormente sobre el plano transversal al costado derecho de la cicatriz
umbilical se realizé una incision de aproximadamente 1 cm. Fueron seccionados
los planos de piel, musculo y peritoneo. Al interior de la cavidad abdominal se
coloco un transmisor de telemetria de 1.55 x .65 cm, con un peso de 1.1 g, (G2 E-
Mitter, VitalView System, MiniMitter Respironics Inc., USA). Posteriormente, fueron
suturados ambos planos, muscular y cutaneo con material de seda (calibre 000).
Al final del procedimiento con la finalidad de reducir el dolor postquirurgico y
prevenir alguna infeccion, los animales fueron medicados por tres dias con 2.2

mg/kg de meglumina de flunixin (Napzin, Pisa), cada 24 horas via subcutanea.

5.4 Registro de temperatura corporal y actividad locomotora

Consecutivamente a la recuperacion de los animales, las camadas fueron
ajustadas entre 4 a 6 crias y trasladadas al cuarto de registro. Cada grupo fue
colocado sobre un receptor de telemetria (ER-4000 Energizer Receiver, MiniMitter
Respironics Inc., USA) en cajas de polisulfonato (Tecniplast, 48 x 27 x 20 cm) con
aproximadamente 3 cm de granulina (Argo, México) como material de cama. Para
el registro de la temperatura corporal y actividad locomotora se utilizé el programa
de telemetria VitalView (Respironics, MiniMitter Inc., USA), el cual registré por
medio del receptor de telemetria en intervalos de 5 min, el cambio de movimiento
y temperatura de cada transmisor implantado en los animales. Estudios previos
demuestran que este sistema de registro, es seguro y confiable (Trejo-Mufioz et
al., 2012). Los animales fueron monitoreados a partir del dia P5 hasta el dia P29.
Los datos fueron almacenados en un archivo que al final del protocolo fue

descargado de una computadora (Dell, USA) para su analisis.
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5.5 Acceso controlado al amantamiento y al alimento sélido

Durante el dia del parto, las crias tuvieron libre acceso a la hembra durante la
mayor parte del dia. Posteriormente se colocé una barrera metalica entre la caja
nido y la hembra. Cada dia la barrera fue retirada a las 11:30 h (horario de verano)
durante los primeros 4 dias. A partir del dia P5 y a lo largo del protocolo, los
animales fueron sometidos a diferentes horarios de amamantamiento, ayuno vy
cambio de alimento. Para su mejor analisis el protocolo fue dividido en 5

segmentos (fig. 7):

Dia 24 horas Segmento
Postnatal
PO
P1
P2
P3 1
P4
P5
P6 2
P7
P8
P9 3
P10
P11
P12
P13
P14
P15
P16
P17
P18
P19
P20
P21
P22
P23
P24
P25
P26
P27
P28
P29

Cirugia estereotaxica e
implantacion de sensor

Amamantamiento 11:30

Amamantamiento 17:00

B M m O

Ausencia de la sefial sincronizadora
(ayuno)

Amamantamiento 17:00

Alimetacion restringida 17:00

Eutanasia

O B B W

Condiciones de luz continua (L:L)

Figura 7. Esquema del protocolo de sincronizacion por amantamiento y alimentacion sélida. La barra
horizontal superior (24 horas) junto con los numeros inferiores indican en horas el transcurso de 1 dia dentro
de un tiempo geografico (TG). La barra vertical izquierda indica los dias de edad (postnatal) de los animales y
la division por segmentos (5 segmentos). Las barras de colores internas junto con los cuadros externos

indican el manejo, el segmento, el momento de amantamiento y alimentacion, para mayor detalle leer el texto.
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Segmento 1

A partir del dia P5 hasta el dia P9, las hembras lactantes fueron trasladadas a las
11:30 h en cajas de PVC (53 x 37 x 29 cm) al cuarto de registro para amantar a las
crias. A cada hembra le fue asignado un grupo de neonatos que alimentd a lo
largo de protocolo. Las hembras fueron colocadas dentro de las cajas que
contuvieron a los neonatos durante 4-5 min. Posteriormente fueron retiradas vy

retornadas a sus jaulas.

Segmento 2

A partir del dia P10 al dia P14 el manejo fue el mismo, excepto por el horario de
amamantamiento el cual fue retrasado 5 horas 30 minutos, es decir este tuvo lugar
a las 17:00 h. En el dia P14 posterior al amantamiento, s6lo permanecieron en
cada caja el animal bajo registro junto con un acompafante y a las cajas les fue

colocada una tapa microaisladora.

Segmento 3

Los animales bajo registro y su acompafnante no tuvieron acceso a la hembra
lactante durante los dias P15 y P16. En estos dias no hubo acceso al cuarto de
registro por parte de ningun usuario. Con la finalidad de mantener a las hembras
lactantes, en el dia P15 se les colocaron a cada una entre 3-6 conejos (de los que
fueron retirados en el dia P14) en su respectiva cajas nido, los cuales tuvieron
acceso al amamantamiento durante 4-5 min a las 17:00 h. Para el dia P16 ningun

animal tuvo acceso al amantamiento.

Segmento 4

En el dia P17, nuevamente las hembras lactantes fueron trasladadas al cuarto de
registro y todos los animales fueron amamantados a las 17:00 horas en sus
respectivas cajas, incluyendo los que habian sido retirados. Adicionalmente se

comenzd a introducir entre 2-3 g de avena posterior al amantamiento sobre lo

44



largo de la superficie del material de cama, retirando el sobrante al dia siguiente
previamente al amantamiento. De manera similar al de la avena, en los dia P18 y
P19 fueron puestos 7-10 g de zanahoria rayada. Posteriormente, las tapas de las
cajas fueron acondicionadas en las cuales se colocaron bebederos de 500 ml,
para tratar de inducir a los animales a que comenzaran a beber agua. En el dia
P19, al final del amamantamiento todos los animales acompafantes fueron
retornados con las hembras con las que fueron amamantados excepto un
acompanante, el cual se quedo con el animal implantado. El criterio de seleccion
del acompanante se basé en observar que este fuera capaz de tomar agua del

bebedero o consumir alimento solido durante los dias previos.

Segmento 5

A partir del dia P20 a todos los animales les fue colocado un comedero de plastico
(15.5 x 7.5 x 5 cm) y alimentados diariamente a las 17:00 horas con 25-30 g de
zanahoria rayada y 3-5 g de alimento procesado (Conejos Max Premiun
Reproductor, Malta Cleyton, México), el cual permanecio hasta el dia siguiente,
esto se realiz6 con la finalidad de que los animales comenzaran a ingerir alimento
sélido a lo largo de las 24 horas debido a que la ausencia del amamantamiento
gener6 en los animales una disminucion de peso en los primeros dias.
Diariamente a las 17:00 horas les fue retirado el alimento sobrante y remplazado
por alimento nuevo hasta el siguiente dia. En el dia P21 la cantidad de gramos de
zanahoria fue disminuida entre 20-25 g y se aumento el alimento procesado 4-6 g.
En el dia P22 previo a la alimentacion el animal acompafiante fue retirado dejando
unicamente al animal implantado al cual se le proporcion6 de 15-20 g de
zanahoria y 10 g de alimento procesado. Del dia P23 al dia P25 la zanahoria fue
disminuida 5 g diarios, mientras que el alimento procesado se mantuvo en 10 g
diarios. A partir del dia P26, los conejos recibieron unicamente entre el 4-7% de su
peso corporal de alimento procesado. La ganancia de peso fue registrada
diariamente antes de la alimentacidon durante el resto del protocolo.
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5.6 Analisis histologico

Corroboracion de la lesidn por medio de tincion de Nissl e inmuno-histoquimica.
Para tal efecto los animales fueron sometidos a eutanasia en el dia P30 con una
sobredosis de Pentobarbital (60 mg/kg i.p). El sistema circulatorio fue drenado con
cloruro de sodio 9% y perfundidos con paraformaldehido lisina periodato al 4%
(PAF). EI cerebro fue extraido y colocado en PAF aproximadamente 48 horas.
Posteriormente el tejido fue colocado en sacarosa 20% durante 48 horas y
consecutivamente en sacarosa 30% por aproximadamente 48 horas. El cerebro
fue congelado a -20°C e inmediatamente después fue cortado en un criostato. Se
realizaron cortes coronales de 40 ym tomando como referencia la union de los
nervios opticos y finalizando con la ausencia del quiasma O6ptico. Los cortes
obtenidos fueron ordenados en 5 juegos de tripletes de laminillas de tal forma que
tuviesen cortes representativos del inicio y final del NSQ. Se utilizaron dos
laminillas para inmunohistoquimica (Hsu et al, 1981) contra la proteina
intranuclear neural empleando anticuerpo MS x nucleo neuronal (NeuN, Millipore)
en una dilucion de 1:500 y a la laminilla restante le fue realizada la tincion de Nissl
(fig. 8).

Posteriormente, imagenes de la extension de la lesion fueron obtenidas con una
camara Evolution VF cooled color (MediaCybernetics, Canada) montada a un
microscopio Olympus BX51 y analizadas con ayuda del programa QCapture Pro
6.0.
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Figura 8. Esquema representativo del orden de obtencién de los cortes histologicos. Los cortes de tejido
fueron recolectados en 5 juegos (representado con el nimero superior externo) de tres laminillas. El ndmero
dentro del tejido indica el orden en que los cortes fueron obtenidos. Unicamente la laminilla representada con
la linea punteada, le fue aplicada la tinciéon de Nissl. Mientras, al menos a una laminilla restante de cada juego

le fue hecha la inmunohistoquimica contra la proteina intranuclear NeuN, dilucién 1/500.

5.7 Analisis de datos

Las series de tiempo obtenidas para temperatura corporal y actividad locomotora
fueron divididas en 5 segmentos y analizadas individualmente. Debido a que
estudios previos elaborados en nuestro grupo de trabajo muestran que dias
anteriores a P4, la ritmicidad de 24 horas aun no esta consolidada (Caldelas et al.,
2009). El primer segmento fue considerado del dia P5 al dia P9 ya que es sabido
que la ritmicidad de 24 horas comienza a ser evidente (Caldelas et al., 2009);
adicionalmente los neonatos comienzan a incrementar su masa corporal y mejora
su eficiencia termoregulatoria (Bautista et al., 2003; Gilbert et al., 2007). El

segundo segmento (P10 a P14) fue considerado como el inicio de la etapa visual
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(Choudhury, 1978). En el tercer segmento (P15 a P16) el amamantamiento fue
omitido. En el cuarto segmento (P17 a P19), adicionalmente al amantamiento las
crias, comienzan a ingerir alimento solido, incluso desde dias anteriores (Bautista
et al., 2008). Finalmente en el ultimo segmento (P20 a P29) se analiz6 el efecto de
la alimentacién solida.

El analisis de la ritmicidad de la temperatura se realizé con el siguiente
procedimiento:

1) Para minimizar el incremento natural de la temperatura durante el desarrollo
(Hull, 1965), los datos fueron ajustados a una linea recta (y = mx + b) usando el
método de minimos cuadrados, con lo cual se eliminé el incremento natural de la
temperatura y obteniéndose un nuevo conjunto de datos.

2) Para eliminar el ruido en esta nueva serie de datos, se utilizd el algoritmo
Wavelet shrinkage (revisado en Trejo-Muinoz et al., 2012). En este proceso se
aplico la transformada de Anscombe para trasladar los datos de una distribucion
Poisson a Gaussian, obligando a los datos a tener una desviacion estandar
constante; a continuacion se empled la transformada de ondeletas (usando la
ondeleta Daubechies-8) aplicado discriminacion con umbral minimo de los
coeficientes de ondeletas, para remover los coeficientes correspondientes al ruido.
Finalmente, se llevo a cabo la transformada de ondeletas inversa para recuperar la
serie de tiempo libre de ruido.

3) Por otro lado a los datos originales les fue aplicada una transformada rapida de
Fourier (TRF) y a componentes de 24 horas fue obtenida el espectro de amplitud y
fase. La TRF puede determinar la amplitud A (6 energia), frecuencia o y fase ¢ de
cada componente presente en la serie de tiempos de cada segmento. Para cada
segmento se realizo la transformada rapida de Fourier, con el fin de obtener las
principales caracteristicas de la sefal de 24 horas de cada dia. En general fueron
seleccionadas y analizadas los primeros 25 componentes que presentaran un
valor de energia alto.

4) Se desarrollé un analisis adicional para evaluar dentro de el componente de 24
horas la acrofase y nadir diario. Se construy6é una secuencia de pulsos positivos
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de w de ancho que fueron espaciados por 24 horas a partir de los datos maximos,
asi como una secuencia de pulsos negativos con las mismas caracteristicas a
partir de los datos minimos. Los valores maximos y minimos se obtuvieron usando
la primera y segunda derivada. La secuencia de pulsos fueron posicionados y
desplazados a lo largo de la serie de datos para determinar la acrofase y el nadir,
que correspondié a la posicion en el cual p fue maximo, considerando que
p=|¥1_,x; yi|, donde x; es el dato y y; es la secuencia del pulso.

5) Por ultimo la duracion y la intensidad del componente anticipatorio fue
calculado. Se definié la anticipacion como el incremento constante de temperatura
a lo largo del tiempo. Para ello se utilizaron los datos correspondientes a las 5
horas previas al momento de amamantamiento y alimentacion restringida de cada
dia para determinar las posiciones en las que el incremento comenzé y terminé
(duracion) usando los valores maximos y minimos asi como la diferencia entre
ambos valores extremos (amplitud). Se definieron cuatro casos de analisis de
acuerdo a la posicion del incremento referido sobre la media de los datos: a) el
incremento cruzo la media; b) el incremento no cruzé la media; c) el incremento se
presenté sobre la media y d) no se presenté el incremento. Unicamente los casos
a) y ¢) se consideraron como anticipacion.

El procesamiento y analisis para los datos de la actividad locomotora se llevaron a
cabo de la misma manera que para la temperatura, con excepcion del ajuste de
los datos el cual fue excluido, debido a que el patrén de actividad locomotora no
muestra la tendencia de incremento que tiene la temperatura durante el desarrollo.
Adicionalmente la eliminacion de ruido de los datos originales fue realizado con el
filtrado de Savitzky-Golay en lugar del método Wavelet shrinkage, para preservar
detalles importantes de los datos tales como los picos maximos y minimos.

Los promedios y el error estandar fueron calculados diariamente para la
temperatura corporal, la actividad locomotora, acrofases, duracion e intensidad de
el componente anticipatorio. Las diferencias que fueron asociadas con los
segmentos fueron evaluadas usando ANOVAs de medidas repetidas de dos vias,
seguidas de una prueba de Bonferroni/Dunn. Este analisis estadistico esta basado
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en metodologia descrita para el analisis de datos publicados en el trabajo de

Trejo-Munoz y colaboradores (2012).
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VI. RESULTADOS

6. Analisis histolégico

La verificacion histologica de las secciones cerebrales obtenidas de los tres
grupos, encontramos que la tincion de Nissl fue la indicada para delimitar esta
estructura hipotalamica en los grupos Con y Sham, en los cuales se observaron
pequefias neuronas tefiidas de morado densamente agrupadas, ubicadas
lateralmente al tercer ventriculo y dorsales al quiasma optico (Fig. 9), mientras que
los axones se observaron tefiidos de un color gris.

En el grupo de conejos Lx-NSQ se verifico que la lesion electrolitica del NSQ fuera
completa asi como la extensién producida por el electrodo y el paso de corriente
por el mismo (Fig. 9), ya que solo sujetos con lesiones completas de NSQ fueron
considerados en el presente estudio.

Por otra parte, en la deteccion de proteina intranuclear NeuN, se observo una gran
cantidad de nucleos de neuronas presentes en el hipotalamo basal, sin embargo,
en el NSQ de los animales del grupo Con y Sham se noté un escaso numero de
células inmunopositivas, en comparacion al resto del hipotalamo y otras regiones

cerebrales (Fig. 9).
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Tincion de Nissl

Figura 9. Imagenes representativas de cortes coronales de conejos neonatos de 29 dias de edad del grupo control (Con), con lesiones falsas (Sham)
y con lesiones totales de nucleo supraquiasmatico (Lx-NSQ) tefiidos con la técnica de Nissl (panel superior) e inmunohistoquimica contra la proteina
intranuclear NeuN (panel inferior). NSQ: Nucleo supraquiasmatico delimitado por linea punteada, QO: Quiasma optico, IlIV: Tercer ventriculo.
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6.1 Ganancia de peso

Con la finalidad de corroborar el estado nutricional de los conejos a partir del dia
20 de edad, dia en que se inicio la transicion a alimento solido fue registrado el
porcentaje de ganancia diaria de peso en los tres grupos bajo estudio. El analisis
de varianza revel6 un efecto significativo asociado a la edad como a la condicidn
de los conejos (Grupo: F(2,149=8.8, p<0.0002; Edad: F(s,149=20.9, p<0.0001;
Interaccion: F(1,149)=0.3, p=0.9). En donde el peso se incrementa con la edad y el
grupo Con mostré una tendencia al presentar el mayor peso debido a que este
reveld tener el 4£0.7% (13+2.2 g) mientras que el grupo Sham y el grupo de Lx-
NSQ tuvieron el 3.9+0.6% (12+2 g) y el 3.1£0.6% (9+2 g) de ganancia diaria de
peso respectivamente, dichos resultados revelaron una diferencia significativa
entre grupos. En el grupo Con, durante los dos primeros ciclos en los que fue
administrado el alimento sélido no se observaron cambios evidentes en lo que
respecta al peso de los animales. Sin embargo, a partir del dia P23 se observa un
incremento del peso paulatinamente, hasta alcanzar un peso corporal de 369+16.1
g. Los conejos de los grupos Sham y Lx-NSQ, mostraron una tendencia similar en
comparacion a los Con, donde a partir del dia P24 ambos grupos mostraron una
ligera ganancia de peso, hasta alcanzar el grupo Sham un peso promedio de
342.5+29.9 g y para el grupo Lx-NSQ de 323.6+45.1 g (Fig. 10).
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Figura 10. Ganancia diaria de peso corporal en conejos intactos (Con: circulo negro, linea continua, n=6); con
lesiones falsas (Sham: triangulo gris claro, linea punteada corta, n=6) y con lesiones completas de nucleo
supraquiasmatico (Lx-NSQ: cuadrado gris oscuro, linea punteada larga, n=6), durante los dias de edad 20-

29, en los que se llevo a cabo la transicidon de amamantamiento a alimentacion sélida.

6.2 Temperatura corporal
6.2.1 Temperatura corporal diaria

En el promedio diario de la temperatura corporal registrado del dia P5 A P29 en
los conejos de los tres grupos bajo estudio, el analisis de varianza reveld un efecto
significativo asociado a la edad, asi como al tratamiento (Edad: F4375=47.2,
p<0.0001; Grupo: F(2375=12.7, p<0.0001; Interaccion: Fu4sg375=0.7, p=0.95. En los
tres grupo bajo estudio se observo un incremento significativo en la temperatura
conforme a la edad de los conejos (Fig. 11). Por otra parte los conejos del grupo

Lx-NSQ mostraron una disminucion significativa de la temperatura corporal
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durante ciertos dias, en comparacion a los conejos de los grupos Con y Sham
(Fig. 11).

40.0 « e Con
<7+ Sham

39.5 « —48- [x-NSQ

39.0 9

38.5 +

38.0 9

Temperatura °C

37.5 4

37.0 9

5 6 7 8 9 101112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29
Dias

Figura 11. Promedio diario de temperatura corporal del dia postnatal 5 a 29 de conejos intactos (Con, n=6);
con lesiones falsas (Sham, n=6) y con lesion completa de nucleo supraquiasmatico (Lx-NSQ, n=6). * Denota

diferencia significativa (p<0.05) contra los valores obtenidos en los grupos Con y Sham. Media + error

estandar.

En el dia P5 de edad, la temperatura corporal registrada del grupo Con fue de
37.51£0.2 °C, 37.7+0.2 para el grupo sham y 37.2+0.3 °C para el grupo Lx-NSQ. Al
final del experimento (P29) la Tc promedio mostré estrechas similitudes donde el
registro de Tc de los conejos del grupo Con fue de 39.5+£0.1 °C, 39.4+0.1 °C para
el grupo Sham y 39.2+0.1 °C en el grupo Lx-NSQ (Fig. 11). En promedio el
incremento de temperatura fue de 1.9 °C, 1.7 °C y 2 °C. para el grupo Con, Sham
y NSQ respectivamente.
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Es de notar que durante el periodo en el que los conejos no tuvieron acceso a la
hembra lactante (P15-16) los tres grupos mostraron una disminucién en la Tc, la
cual fue notoria en P16 (ultimo dia de ayuno) y en P17 (ciclo en el que tuvieron de
nueva cuenta acceso a la hembra) respectivamente. Posterior al dia 18, la
temperatura continu6 aumentando de forma progresiva hasta los dias P21-22,
momento en el que se iniciod la administracion de alimento sdélido. Es de notar que
los conejos de los grupos Con y Sham mostraron un patron en los valores
promedio de la Tc, mientras que el grupo Lx-NSQ presento6 la menor Tc a partir del
dia 22 de edad manteniéndose asi hasta el final del experimento (Fig. 11).
Finalmente, en los ultimos 4 dias de experimento el promedio de la Tc de los
conejos mostro una asintota y la dispersion disminuyé considerablemente en los

tres grupos, en comparacion a los primeros 11 dias de registro (Fig. 11).

6.2.2 El patron diurno de temperatura corporal

Cabe destacar que los resultados del registro diario de la Tc en los conejos de los
tres grupos bajo estudio Con, Sham y Lx-NSQ mostraron un claro patrén diurno en
el ritmo de la Tc desde etapas tempranas del desarrollo. En general a partir del dia
P9 el patrén temporal se caracterizd por exhibir un marcado incremento de
temperatura momentos previos al acceso a la hembra lactante. Posteriormente se
observd un decremento en la Tc (postprandio), finalmente esta se fue
incrementando paulatinamente hasta alcanzar sus valores promedio (Fig. 12). En
lo que se refiere al cambio de horario de acceso al amamantamiento, en los
conejos de los tres grupos se observo que la fase del ritmo se ajusto al nuevo
horario en el segundo segmento ciclo posterior al cambio de fase (Fig. 12).
Consecutivamente el patrén diurno persistido en los tres grupos bajo estudio

durante los dos ciclos donde fue omitido el amamantamiento.
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Consecutivamente en el segmento 4 donde los animales fueron amamantados
nuevamente, el patrén diurno de la Tc presentd modificaciones en los cuales la
anticipacién no fue lo suficiente evidente en los conejos de los tres grupos en
comparacion con los segmentos anteriores. Finalmente, en el segmento 5 donde
unicamente los conejos fueron alimentados con alimento sdlido, el patrén de la
temperatura mostré una disminucion en las frecuencias rapidas, sin embargo el

ritmo se ajusta al horario de administracion del alimento sdlido (Fig. 12).
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Figura 12. Patrén diario de temperatura corporal de conejos representativos (A) y su promedio por segmento
(B) de los grupos intactos (Con), con lesiones falsas (Sham) y con lesiones totales de nucleo
supraquiasmatico (Lx-NSQ). El registro de dicho parametro se realizé del dia postnatal (P) P5 al P29 de edad.
La linea transversal de color indica el segmento y el momento de acceso al amamantamiento 6 alimento
solido. La linea horizontal punteada en cada gréfica indica el promedio de temperatura presente en el dia. El
segmento 1 esta representado por la linea verde y abarca del dia P5 al dia P9, donde el amamantamiento
sucedio a las 11:30 horas; el segmento 2 esta esquematizado por la linea dorada e incluye del dia P10 al dia
P14, donde el amamantamiento ocurrié a las 17:00 horas; el segmento 3 esta representado por la linea gris
punteada y comprende los dias P15 y P16 donde el amamantamiento fue omitido; la linea transversal azul
representa el segmento 4 y contiene del dia P17 al dia P19, donde el amamantamiento tuvo lugar a las 17:00
horas; por ultimo la linea morada indica que del dia P20 al dia P29, los conejos tuvieron acceso a alimento

solido a las 17:00 horas.

La transformada rapida de Fourier, revelé que en todos los segmentos analizados
de las series de tiempo obtenidas de los animales de los tres grupos bajo estudio,
presentaron el componente de 24 horas (Tabla 1, Fig. 13) por lo que desde etapas
tempranas del desarrollo los conejos exhiben ritmicidad diurna en la temperatura

corporal.
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Tabla 1. Posicion del componente de 24 horas de acuerdo al nivel de energia obtenidos mediante la transformada rapida de Fourier de las series de tiempo
de la temperatura corporal obtenidas en los conejos intactos (Con), con lesiones falsas (Sham) y con lesiones de nucleo supraquiasmatico (Lx-NSQ). Se
representan el nimero de animales que exhiben la frecuencia de 24 horas dentro los cuatro intervalos de energia de acuerdo a los diferentes segmentos en
los que fue realizado el experimento, en donde el segmento 1 incluye los dias 5 a 9 de edad; el segmento 2 del dia 10 al 14; el segmento 3 del dia 15 al 16;

el segmento 4 del dia 17 al 19 y el segmento 5 del dia 20 al 29 postnatales.

Con Sham Lx-NSQ
Posicion
de la
Segmento frecuenciade 1-32 4-6° 7-9° >10°2 1-32 462 7-9° >10° 1-32  4-6° 7-9° >10°
24 horas
1 1 2 3 - - 5 1 - 1 4 1 -
2 5 1 - - 4 2 - - 5 - - 1
3 6 - - - 6 - - - 5 - 1 -
4 5 - - 1 2 3 - 1 6 - - -
5 6 - - - 5 - 1 - 6 - - -
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Figura 13. Graficas representativas de las 25 frecuencias de mayor energia detectadas por la transformada rapida de Fourier en el ritmo de temperatura
corporal de conejos intactos (Con, sujeto # 101), con lesiones falsas (Sham, sujeto # 97) y con lesiones de nucleo supraquiasmatico (Lx-NSQ, sujeto # 95)
analizados por segmento (columna izquierda). El segmento 1 representa los dias postnatales (P) P5 a P9, el segmento 2 del dia P10 a P14, el segmento 3

del dia P15 a P16 (ayuno), el segmento 4 del dia P17 a P19 y el segmento 5 del dia 20 a 29. La frecuencia de 24 horas esta representada por la columna

negra de cada grafica.
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En el grupo Con, durante los primeros dias del desarrollo, es decir, del dia P5-9
(Tabla 1, Fig. 13), 5 de los 6 animales mostraron el componente de 24 horas
dentro de las nueve frecuencias con mayor energia, solo una cria de conejo
mostro este componente dentro de las primeras 3 primeras frecuencias de mayor
energia. En el segundo segmento (P10-14) en donde se retras6 el horario de
amamantamiento en 5 de los 6 conejos el componente se encontré dentro de las
tres primeras frecuencias de mayor energia (Tabla 1, Fig. 13).

A partir del tercer segmento, los animales del grupo Con presentaron el
componente de 24 horas dentro de las tres primeras frecuencias de mayor
energia, incluyendo los ciclos en los que las crias no tuvieron acceso a la hembra
lactante. Por lo que la ritmicidad diurna en los conejos del grupo Con fue evidente
desde los primeros dias postnatales, consolidandose dentro de los 10 primeros
dias (Tabla 1; Fig. 13).

En contraste, los conejos del grupo Sham mostraron diferencias importantes en
cuanto a la energia del componente de 24 horas en el patron temporal de
temperatura, en comparacion a los del grupo Con (Tabla 1, Fig. 13). En el primer
segmento, 5 de los 6 animales del grupo Sham mostraron el componente de 24
horas dentro de las 6 frecuencias con mayor energia, con excepcion de uno, que
la presentd dentro de las 9 frecuencias. Cuando se retrasé el horario de
amamantamiento (segmento 2), el componente de 24 horas se encontr6 dentro de
las tres primeras frecuencias en 4 conejos, mientras que los dos animales
restantes la presentaron dentro de las 6 primeras frecuencias. Durante los dos
ciclos en los que las crias no tuvieron acceso a la hembra lactante (segmento 3),
se encontréo que el componente de 24 horas estaba presente dentro de los 3
componentes de mayor energia en todos los sujetos del grupo Sham. En la
transicion de la alimentacion con leche materna a alimento solido (segmento 4), la
frecuencia de 24 horas se encontré entre las 102 frecuencias de mayor energia
(Tabla 3, Fig. 13). Finalmente, en los ultimos nueve ciclos de registro (segmento
5), en los conejos del grupo Sham el componente de 24 horas se observo dentro
de las tres frecuencias con mayor energia (Tabla 3, Fig. 13).
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En lo que se refiere a los conejos del grupo Lx-NSQ mostré estrechas similitudes
en la consolidacion de la frecuencia de 24 horas en el patrén de la Tc (Tabla 3,
Fig. 13), en relacion a los conejos intactos. En el segmento 1, el componente de
24 horas fue detectado por la transformada rapida de Fourier dentro de las 9
frecuencias de mayor energia. Al retrasar el horario de acceso a la hembra
lactante (segmento 2), los conejos mostraron el componente dentro de las tres
frecuencias de mayor energia, con excepcion de un neonato. En el segmento 3,
cuando fue restringido el acceso de la hembra lactante, el componente de 24
horas persistio dentro de las 3 primeras frecuencias de mayor energia, con
excepcion de un sujeto de este grupo. Finalmente en los segmentos 4 y 5, todos
los conejos del grupo Lx-NSQ continuaron mostrando el componente de 24 horas
dentro de las tres primeras frecuencias de mayor energia, a pesar de que fueron
destetados y alimentados con alimento sélido (Tabla 1, Fig. 13).

6.2.3 Acrofase y nadir de temperatura corporal

En relacion al momento del ciclo en el que se detectdé la maxima Tc en los
conejos, el analisis de varianza (Grupo: F(2375=0.01, p<0.98; Edad: F(24375=7.8,
p<0.0001; Interaccion: Fus375=1.7, p<0.002) revel6 que los tres grupos bajo
estudio mostraron una tendencia similar, sin embargo se encontr6 un efecto
significativo asociado a la edad. En cuanto al momento en el que ocurrio la minima
Tc, se encontré un efecto similar (Grupo: F(2375=0.15, p<0.85; Edad: F4375=2.1,
p<0.001; Interaccion: Fas375=1.09, p=0.31) en donde soélo se encontré efecto
significativo asociado a la edad de los conejos.

En el grupo de conejos intactos, se encontré tanto la acrofase, como el nadir
demostraron inestabilidad en el segmento 1 (Fig. 14). En contraste, en el
segmento 2 los conejos del grupo Con se observd que en el segmento 2 la
acrofase se estabiliza y ocurre 47+37 minutos previos al momento del

amamantamiento, por el contrario el nadir mostr6 menor estabilidad y ocurrié en
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promedio 311+81 minutos posteriores al amamantamiento. Durante los ciclos en
los que los conejos no tuvieron acceso a la hembra lactante (segmento 3), se
observo que la acrofase se retrasa ligeramente y ocurre 108+47 minutos después
del momento en que previamente tuvo lugar el amamantamiento, el nadir también
mostré inestabilidad durante estos ciclos (Fig. 14).

En el segmento 4, al inicio de la transicion del amamantamiento a la alimentacion
con solidos, la acrofase ocurrié inicialmente 197115 minutos después del acceso a
la hembra, y hasta el dia P19 se observd nuevamente el ajuste de fase al
momento de amamantamiento. El nadir ocurrié en promedio 300+106 minutos
después del momento de alimentacion. Finalmente, en el segmento 5 la acrofase
inicialmente ocurri6 87+16 minutos cercana al momento de la alimentacion, sin
embargo esta se desfas6 paulatinamente ocurriendo a partir del dia P23
aproximadamente 385+35 minutos después del momento de la administracién de
alimento sdlido. Adicionalmente, el nadir nuevamente presentd inestabilidad

ocurriendo en diferentes momentos del ciclo (Fig. 14).
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Figura 14. Promedio de la acrofase y el nadir de la temperatura corporal de los conejos de los grupos intactos (Con, n=6), con lesiones falsas (Sham, n=6)
y con lesidon completa de nucleo supraquiasmatico (Lx-NSQ, n=6) durante los 25 dias de registro. La acrofase esta representada en triangulos rojos,
mientras el triangulo verde invertido esquematiza el nadir. Las lineas verticales de color sobre las graficas indican los segmentos y el horario en que los
animales tuvieron acceso al amamantamiento ¢ alimentacion controlada segun el caso. El segmento 1 esta indicado por la linea verde e incluye del dia
postnatal (P) P5 al dia P9, donde el amamantamiento sucedi6 a las 11:30 horas; el segmento 2 estd esquematizado por la linea dorada y abarca del dia
P10 al dia P14, donde el amamantamiento ocurrié a las 17:00 horas; el segmento 3 esta representado por la linea gris punteada e incluye del dia P15 al
dia P16 y corresponde al periodo de ayuno; la linea azul representa el segmento 4 y contiene del dia P17 al dia P19, donde el amamantamiento tuvo lugar
alas 17:00 horas; por ultimo la linea morada indica que del dia P20 al dia P29, los conejos tuvieron acceso a alimento sélido a las 17:00 horas.
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En lo que refiere al grupo de conejos con lesiones falsas, el segmento 1 también
mostro inestabilidad en el momento en que se presentd la acrofase y el nadir,
estos ocurrieron 248+84 y 573194 minutos posteriores al amamantamiento,
respectivamente (Fig. 14). En el segmento 2, la acrofase de los conejos Sham
mostro una mayor estabilidad ocurriendo promedio 35+54 minutos antes del
momento del amamantamiento durante los dos ultimos ciclos del segmento (P13-
14). El nadir también alcanza una estabilidad en los mismos dias y ocurre
aproximadamente 23194 minutos después del acceso a la hembra.

Durante los ciclos en los que fue restringido el acceso a la hembra lactante, se
observo que en el primer ciclo, la acrofase se mantiene muy cerca al horario en el
que previamente los conejos tuvieran acceso a la hembra, es decir 60£29 minutos
previos al amamantamiento, en el segundo ciclo se retrasa la acrofase y esta
ocurre aproximadamente 265+116 minutos posteriores al momento al que
inicialmente tuvieron acceso a la hembra lactante. Por su parte el nadir se
presenta de manera inestable en ambos ciclos. Al tener de nueva cuenta acceso a
la hembra lactante (segmento 4), los conejos del grupo Sham se observo que la
acrofase y el nadir paulatinamente se volvié a ajustar al momento de acceso a la
hembra, de tal forma que en el dia P19 esta ocurrié6 37+36 y 174+59 minutos
después al momento del amamantamiento respectivamente (Fig. 14). Finalmente,
en el segmento 5 la acrofase inicialmente ocurri6 75£27 minutos posteriores al
acceso al alimento sdlido, sin embargo esta fue retrasandose de forma
espontanea hasta estabilizarse y ocurrir aproximadamente 284132 minutos
después del acceso al alimento. El nadir mostro inestabilidad en la mayoria de los
ciclos, en promedio este ocurrid 164+62 minutos posterior al momento de acceso
al alimento (Fig. 14).

El grupo de conejos con lesiones completas de NSQ, mostraron un patron similar
a lo observado en los grupos Con y Sham, en lo que se refiere al momento en el
que ocurrieran las acrofases y nadir, en las diferentes edades estudiadas.

En el segmento 1, la acrofase ocurri6 de manera inestable sucediendo en

promedio 409+77 minutos después del acceso al alimento (Fig. 14) y el nadir
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mostré también gran inestabilidad donde ocurri6 en promedio 797+88 minutos
posterior al amamantamiento. En el segmento 2, la acrofase se ajustd cercano al
momento de acceso a la hembra lactante, ocurriendo en promedio 47+44 minutos
antes de la llegada de la hembra lactante. El nadir ocurrié aproximadamente
333190 minutos después del acceso a la hembra lactante (Fig. 14). En el primer
ciclo de ayuno los conejos del grupo Lx-NSQ se observo que la relacion de fase se
mantiene similar a los ciclos anteriores ocurriendo la acrofase 17£39 después al
amamantamiento, sin embargo en el segundo ciclo, el acrofase se retrasa
aproximadamente 243+86 minutos, mientras que el nadir en promedio se presenta
380+168 minutos posterior al amamantamiento (Fig. 14). Durante el segmento 4,
la acrofase de nueva cuenta se ajusta rapidamente al momento de acceso a la
hembra, ocurriendo aproximadamente 105+66 minutos después a este y el nadir
muestra una inestabilidad con una gran variacién entre dias. Finalmente en el
segmento 5 los conejos del grupo LX-NSQ en los dos primeros ciclos la acrofase
mantienen valores similares al anterior segmento ocurriendo 82+56 minutos, sin
embargo a partir del tercer ciclo se comienza a observar un paulatino retraso en la
acrofase y se ajusta aproximadamente 271+36 minutos posterior al acceso al
alimento. El nadir comienza a desfasarse en sentido contrario al acrofase, sin
embargo no logra estabilizarse para el dia 29 de registro (Fig. 14).

Cabe sefialar que la principal diferencia entre los grupos Con, Sham y Lx-NSQ se
observo en la acrofase del segmento 4, donde en el caso de los conejos del grupo
Lx-NSQ esta se ajusta mas rapido con relacién al momento de amamantamiento

que la acrofase del grupo Con y sham (Fig. 14).
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6.2.4 Duracion de la anticipacion de la temperatura corporal

En lo que se refiere a la duracién de la anticipacion en la Tc, el analisis de
varianza reveld efectos significativos asociados tanto al grupo, como a la edad de
los conejos (Grupo: F(2375=3.4, p<0.03; Edad: F(24375=4.4, p<0.0001; Interaccion:
Fs375=1.6, p<0.01). Estos cambios fueron evidentes primordialmente en el
segmento 1, en donde los conejos del grupo Con mostraron una duracion de
148+12.2 minutos mientras que en los grupos Sham y Lx-NSQ mostraron una
disminucidn significativa en la duracion de la anticipacion en relacion al grupo Con,
la cual fue de 110+13.5 y 75+13.6 minutos respectivamente, siendo los conejos
del grupo Lx-NSQ los que mostraron la menor duracion en la anticipacion de los
tres grupos (Fig. 15). En el segmento 2, los conejos de los tres grupos bajo estudio
mostraron tendencias similares, en donde los conejos del grupo Con anticiparon
durante 130+22 minutos, los conejos de los grupos Sham y Lx-NSQ, la
anticipacion duré 103+15 y 112+15 minutos respectivamente (Fig. 15). El
segmento 3, los valores obtenidos en el grupo Con y Sham mostraron similitudes
en donde la anticipacion dur6 135+21 y 131+19 minutos respectivamente. El grupo
Lx-NSQ expres6 una tendencia en la que la anticipacion fue menor a los grupos
antes mencionados, ya que esta exhibié una duracion de 90127 minutos en el
grupo Lx-NSQ (Fig. 15). En el segmento 4, los tres grupos bajo estudio mostraron
estrechas similitudes en la duracion de la anticipacion la cual fue de 73113 para el
grupo Con, 79+14 para el grupo Sham y 63113 para el grupo Lx-NSQ. De igual
forma, el segmento 5 los tres grupos exhibieron estrechas similitudes en la
duracion de la anticipacion de la Tc la cual fue de 128+17 en el grupo Con, 145+14
para el grupo Sham y 135+11 minutos en el grupo Lx-NSQ (Fig. 15).
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Figura 15. Duraciéon de la anticipacién de la temperatura corporal en las crias de conejo previo al
amamantamiento 6 acceso al alimento en los grupos intactos (Con, n=6), con lesiones falsas (Sham, n=6) y
con lesiones totales de NSQ (Lx-NSQ, n=6). Los promedios fueron analizados por segmentos, en donde el
segmento 1 corresponde a los dias postnatales (P) P5 a P9, el segmento 2 a los dias P10 a P14, el segmento
3 a los dias P15 a P16, el segmento 4 a los dias P17 a P19 y el segmento 5 a los dias P20 a P29.
Bonferroni/Dunn. & Con vs Sham p<0.05; * Con vs Lx-NSQ p<0.0001.

Por otra parte, la prueba post hoc, revelé que hubo una variacion en la duracion de
la anticipacidén de la Tc en los segmentos de cada grupo bajo estudio. En el caso
de los animales del grupo Con, el analisis evidencid que la duracion de la
anticipacion de la Tc fue significativamente menor unicamente en el segmento 4
en relacion a la duracidn de la anticipacion del resto de los segmentos del mismo
grupo (Tabla 2). En lo que respecta al grupo Sham, la duracion del incremento
anticipatorio de la Tc del segmento 1, 2 y 4 no exhibieron diferencias significativas

entre ellos pero fueron significativamente menor con respecto a la duracion del
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segmento 5 (Tabla 2). Por ultimo en el grupo Lx-NSQ, la duracion de la
anticipacion de la Tc del segmento 1 fue significativamente menor que la duracién
del segmento 5, contrariamente a lo hallado en los segmentos 2 y 4 donde la
duracion de la anticipacidn del primero fue significativamente mayor que la del
segundo y este ultimo fue significativamente menor que la duracion del segmento
5 (Tabla 2).

Tabla 2. Duracion del incremento anticipatorio de la temperatura corporal de conejos intactos (Con), con
lesiones falsas (Sham) y con lesiones totales de nucleo supraquiasmatico (Lx-NSQ), previo al
amamantamiento 6 acceso al alimento. Los datos se presentan por segmento, donde el segmento 1 abarca
del dia postnatal (P) P5 al P9, el segmento 2 del dia P10 al P14, el segmento 3 del dia P15 al P16 (ayuno), el
segmento 4 del dia P17 al P19 y el segmento 5 del P20 al P29. Prueba post hoc Bonferroni/Dunn.

Diferencia significativa

Grupo Segmento Minutos + E.E vs segmento (0s) p
Con 1 148+12.2 4 <0.005
2 130£14.8 4 <0.05
3 135+19.3 4 <0.05
4 73+12.1 5 <0.0001
5 128+10.7
Sham 1 110£13.5 5 <0.05
2 103+£15.0 5 <0.05
3 131£17.2
4 79+8.6 5 <0.0001
5 145+£10.4
Lx-NSQ 1 75+13.6 5 <0.0005
2 112+£13.2 4 <0.05
3 90+21.6
4 63+12.1 5 <0.0005
5 135+10.1
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6.2.5 Intensidad de anticipacion de temperatura corporal

En lo que respecta a la intensidad de la anticipaciones en la Tc, el analisis
estadistico revel6 un efecto significativo asociado a la edad de los conejos, sin
embargo no fueron detectados efectos entre los grupos bajo estudio (Grupo:
F2.435=0.42, p=0.65; Edad: F35=14.4, p<0.0001; Interaccion: Fga35=1, p=0.43).
En general, la intensidad del componente anticipatorio se mantuvo con valores
similares en los tres grupos, durante los tres primeros segmentos de registro.

En el primer segmento el cambio en °C durante la anticipacion para el grupo Con
fue de 0.32+0.03, para el grupo Sham fue de 0.26+0.4 y para el grupo Lx-NSQ fue
de 0.27+0.5; en el segundo segmento el incremento de la Tc fue 0.28+0.03 para el
grupo Con, 0.23+0.03 para el grupo Sham y 0.24+0.03; en el tercer segmento el
incremento anticipatorio en la Tc para el grupo Con fue de 0.30+0.05, para el
grupo Sham fue de 0.33£0.04 y por ultimo para el grupo Lx-NSQ fue de 0.23+0.04
(Fig. 16). En los segmentos 4 y 5 la intensidad de la anticipacién de la Tc mostro
una discreta disminucion en los tres grupos bajo estudio sin presentar diferencias
significativas. En el cuarto segmento el cambio de Tc en el grupo Con fue de
0.18+£0.02, mientras que para el grupo Sham fue de 0.16+£0.02 y para el grupo Lx-
NSQ fue de 0.17+£0.02. En el quinto segmento los valores para el grupo Con fue
de 0.14+0.01, para el grupo Sham fue de 0.16+0.02 y por ultimo para el grupo Lx-
NSQ fue de 0.16+0.02 (Fig. 16).
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Figura 16. Grafica del promedio de la intensidad de la anticipacion de la temperatura corporal en conejos
intactos (Con, n=6), con lesiones falsas (Sham, n=6) y con lesiones totales de nucleo supraquiasmatico (Lx-
NSQ, n=6). Los promedios fueron obtenidos por segmentos en donde el segmento 1 corresponde a los dias
postnatales (P) P5 a P9, el segmento 2 a los dias P10 a P14, el segmento 3 a los dias P15 a P16, el
segmento 4 a los dias P17 a P19 y el segmento 5 a los dias P20 a P29. Media + error estandar. Prueba pos

hoc Bonferroni/Dunn.

De manera similar a la duracion de la anticipacidén de la Tc, la prueba post hoc
reveld que existieron diferencias significativas en la intensidad de la anticipacion
de la Tc en los segmentos del grupo Con, Sham y Lx-NSQ. En el grupo Con, la
intensidad de la anticipacion en el cambio de la temperatura fue significativamente
mayor en el 1°, 2° y 3° segmento con relacién al cambio de temperatura del 4° y 5°
segmento (Tabla 3). En lo que refiere al grupo Sham, la intensidad del
componente anticipatorio de la temperatura del 1° y 2° segmento fue
significativamente mayor que el 5° segmento, mientras que el 3° segmento mostro

ser diferencia significativamente mayor con relacion al 4° y 5° segmento (Tabla 3).
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Finalmente en el grupo Lx-NSQ, solo la intensidad de la anticipacion del 1°y 2°
segmento fue significativamente mayor con respecto a la intensidad del 5°
segmento (Tabla 3).

Tabla 3. Intensidad de la anticipacion de la temperatura corporal de conejos intactos (Con),
lesiones falsas (Sham) y lesiones totales de nucleo supraquiasmatico (Lx-NSQ), previo al
amamantamiento 6 acceso al alimento. Los datos se presentan por segmento, en donde el 1°
segmento abarca del dia postnatal (P) P5 al P9, el 2° segmento del P10 al P14, el 3° segmento del
P15 al P16 (ayuno), el 4° segmento del P17 al P19 y el 5° segmento del P20 al P29. Media * error

estandar, prueba post hoc Bonferroni/Dunn.

Diferencia significativa

Grupo Segmento Temperatura vs segmento (0s) p
(°C)
Con 1 0.32+0.03 4 <0.005
5 <0.0001
2 0.28+0.03 4 <0.05
5 <0.0001
3 0.30+0.05 4 <0.05
5 <0.005
4 0.18+0.02
5 0.14+0.01
Sham 1 0.26+0.03 5 <0.005
2 0.23+0.03 5 <0.05
3 0.33+0.04 4 <0.05
5 <0.0005
4 0.21+0.02
5 0.16+0.02
Lx-NSQ 1 0.27+0.05 5 <0.005
2 0.24+0.02 5 <0.05
3 0.23+0.04
4 0.21+0.03
5 0.17+0.02
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6.3 Actividad locomotora
6.3.1 Promedio diario de la actividad locomotora

En el promedio diario de la AcL registrada durante los 25 dias que durd el
protocolo de investigacion, el analisis de varianza revel6 un efecto tanto de la
edad, como el tratamiento (Grupo: F(2375=35.7, p<0.0001; Edad: F(24375=11.3,
p<0.001; Interaccion: Fug375=0.3, p=0.9). En relacion a la edad se observo una
disminucion significativa de la actividad, conforme a la edad de los animales (Fig.
17). Inicialmente, la AcL promedio para el grupo control fue de 58+2.3 movimiento
por cada 5 minutos (mov/5 min), para el grupo Sham fue de 66+5.3 mov/5 my en
el grupo Lx-NSQ fue de 62.3+5.5 mov/5 m (Fig. 17). Al finalizar el protocolo, el
promedio de la AcL en los conejos del grupo Con fue de 40+1.1 mov/5 min; los del
grupo Sham fue de 46+4.4 mov/5 min y del grupo Lx-NSQ fue de 40+4.3
movimientos por cada 5 minutos. En cuanto a los grupos bajo estudio, el analisis
de varianza revelo diferencias significativas en la AcL que exhibieron los grupos
bajo estudio, en donde el grupo Con y Lx-NSQ mostraron estrechas similitudes,
pero en el grupo Sham mostré6 mayores niveles de actividad en relacion a los dos
grupos antes mencionados, esto fue evidente a partir del dia postnatal 18 al 29
(Fig. 17).
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Figura 17. Promedio diario de la actividad locomotora del dia postnatal 5 a 20 de conejos intactos (Con, n=6),

con lesion falsa (Sham, n=6) y con lesion completa de nucleo supraquiasmatico (Lx-NSQ, n=6). Media * error

estandar, & indica diferencia significativa (p<0.05) entre el grupo Sham vs el grupo Lx-NSQ.

6.3.2 El patron diurno de la actividad locomotora

En los actogramas obtenidos de los grupos Con y Sham se puede apreciar como
la AcL se encuentra agrupada predominantemente cercana al momento del
amamantamiento, este es evidente a partir del dia P6 y perdura en los cuatro
primeros segmentos ademas de los dias en los que los conejos tuvieron acceso al
alimento sdlido (P20-22). Sin embargo, en los ultimos siete dias de registro (P23)
el patron de la AcL en estos mismo animales se presenta de manera diferente
observandose un patrén de actividad bimodal (Fig. 18 y 19).
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Figura 18. Actogramas representativos de actividad locomotora de los conejos intactos (Con, sujeto # 101), con lesiones falsas (Sham, sujeto # 97) y con
lesiones completas de nucleo supraquiasmatico (Lx-NSQ, sujeto # 95) registrados del dia 5 al dia 29 postnatal (P). Las barras superiores en blanco de
cada actograma indican las condiciones de luz continua en dos lapsos de 24 horas. Las lineas transversales de colores representan el segmento y el
momento del acceso al amamantamiento 6 alimentacién sélida donde el segmento 1 abarca del dia P5 al dia P9, donde el amamantamiento sucedio a las
11:30 horas y esta representado por la linea verde; el segmento 2 incluye del dia P10 al dia P14 y estd esquematizado por la linea dorada donde el
amamantamiento ocurrié a las 17:00 horas; el segmento 3 comprende los dias P15 y P16 y esta representado por la linea gris punteada donde el
amamantamiento fue omitido; la linea azul representa el segmento 4 y contiene del dia P17 al dia P19, donde el amamantamiento tuvo lugar a las 17:00

horas; por ultimo la linea morada indica que del dia P20 al dia P29, los conejos tuvieron acceso a alimento sélido a las 17:00 horas.
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Cabe destacar que los animales que recibieron la lesion completa de NSQ,
mostraron estrechas similitudes con los conejos de los grupos Con y Sham hasta
el tercer segmento, en los segmentos subsecuentes el patron de la AcL generada
alrededor de amamantamiento comienza a perderse de manera considerable en

comparacion con los conejos de los grupos antes mencionados (Fig. 18 y 19).
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Figura 19. Patron diario de la actividad locomotora de conejos representativos del grupo de conejos intactos
(Con), con lesiones falsas (Sham) y con lesiones totales de nucleo supraquiasmatico (Lx-NSQ). El registro de
dicho parametro se realizé del dia postnatal (P) P5 al P29 de edad. La linea transversal de color indica el
segmento y el momento de acceso al amamantamiento 6 alimento sélido. La linea horizontal punteada en
cada gréfica indica el promedio de temperatura presente en el dia. El segmento 1 esta representado por la
linea verde y abarca del dia P5 al dia P9, donde el amamantamiento sucedio a las 11:30 horas; el segmento 2
esta esquematizado por la linea dorada e incluye del dia P10 al dia P14, donde el amamantamiento ocurrié a
las 17:00 horas; el segmento 3 esta representado por la linea gris punteada y comprende los dias P15y P16
donde el amamantamiento fue omitido; la linea transversal azul representa el segmento 4 y contiene del dia
P17 al dia P19, donde el amamantamiento tuvo lugar a las 17:00 horas; por ultimo la linea morada indica que
del dia P20 al dia P29, los conejos tuvieron acceso a alimento sélido a las 17:00 horas.

En el analisis de las frecuencias presentes en el patrén temporal de AcL de los
conejos de los tres grupos bajo estudio, la transformada rapida de Fourier revelo
qgue todos los animales presentaron el componente de 24 horas en los diferentes
segmentos bajo estudio, sin embargo la presencia de esta frecuencia se fue
modificando conforme a la edad de los animales (Tabla 4, Fig. 20).
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Tabla 4. Posicion del componente de 24 horas de acuerdo al nivel de energia obtenidos mediante la transformada rapida de Fourier de las
series de tiempo de la actividad locomotora de conejos intactos (Con), con lesiones falsas (Sham) y lesiones de nucleo supraquiasmatico
(Lx-NSQ). Fueron considerados intervalos de energia: 1-32, 4-62, 7-9% y >102. Se cuantificé el nimero de animales por grupo en los que el
componente de 24 horas estuvo presente de acuerdo al intervalo de energia para cada uno de los segmentos, donde el segmento 1
corresponde a los dias postnatales (P) P5 a P9, el segmento 2 a los dias P10 a P14, el segmento 3 de los dias P15 a P16, el segmento 4
de los dias P17 a P19 y el segmento 5 de los dias P20 a P29.

Con Sham Lx-NSQ
Posicion
de la
Segmento frecuenciade  1-3°? 4-6* 7-9° >10° 1-32 4-6* 7-9° >10° 1-32 4-6* 7-9° >10°
24 horas
1 5 1 - - 6 - - - 5 1 - -
2 5 1 - - 6 - - - 5 1 - -
3 6 - - - 5 1 - - 5 1 - -
4 6 - - - 4 2 - - 5 - - 1
5 5 1 - - 6 - - - 6 - - -
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En los conejos del grupo Con, se encontré que la frecuencia de 24 horas estuvo
presente dentro de las tres primeras frecuencias con mayor energia desde el
segmento 1 en la mayoria de los animales, tendencia que se mantuvo durante los
25 dias en los que se realizo el registro de dicho parametro (Tabla 4, Fig. 19).

Una tendencia similar fue observada en el grupo de conejos a los que se les
realizaron las lesiones falsas, en donde la frecuencia de 24 horas se encontrd
dentro de las tres frecuencias con mayor energia desde los primeros dias de
registro en la mayoria de los conejos de este grupo, tendencia que se mantuvo
hasta el final del experimento (Tabla 4, Fig. 19). Finalmente, en el grupo de
conejos que les fue realizada una lesion total de NSQ, se observd una tendencia
similar en donde desde el segmento 1 al 5 el componente de 24 horas se
encontraba dentro de las frecuencias de mayor energia en la mayoria de los
animales (Tabla 4, Fig. 19).

Cabe destacar que durante los dias P15-16 (segmento 3) en que los conejos no
tuvieron acceso a la hembra lactante, en todos los casos la frecuencia de 24 horas
persistid, indicando el origen endogeno de este ritmo a nivel conductual, en los
grupos bajo estudio, incluyendo al que le fue eliminado el NSQ. (Tabla 4, Fig. 19).
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Figura 20. Gréficas representativas de las 25 frecuencias de mayor energia obtenidas por la transformada rapida de Fourier en el ritmo de la
actividad locomotora de conejos intactos (Con, sujeto # 101), con lesiones falsas (Sham, sujeto # 97) y con lesiones completas de nucleo
supraquiasmatico (Lx-NSQ, sujeto # 95) analizados por segmento (columna izquierda). El segmento 1 se encuentra representado por los
dias postnatales 5 a 9, el segmento 2 por los dias 10 a 14, el segmento 3 por los dias 15 a 16 (ayuno), el segmento 4 por los dias 17 a 19y
el segmento 5 por los dias 20 a 29. La frecuencia de 24 esta representada por la columna negra de cada grafica.



6.3.3 Acrofase y nadir de la actividad locomotora

En el analisis de varianza realizado de las acrofases del ritmo diurno de la AcL
revelo que la edad, tuvo un efecto significativo sobre este parametro (Grupo:
Fa435= 0.9, p= 0.4; Edad: F4435= 20.6, p<0.0001; Interaccion: Fga3s= 1.3, p=
0.2). De la misma forma, unicamente fue observado un efecto significativo de la
edad, sobre el momento en que ocurrié el nadir del ritmo de AcL (Grupo: F375=
0.26, p=0.8; Edad: F(24 375= 1.9, p<0.006; Interaccion: F s 375= 0.6, p= 0.9).

En los conejos del grupo Con durante los primeros ciclos del segmento 1, tanto el
acrofase como el nadir exhibieron gran inestabilidad. Para los dias P7-9 la
acrofase ocurrié aproximadamente 19+64 minutos previos al amamantamiento y
en los mismos dias el nadir sucedié aproximadamente 487+91 minutos posterior a
este (Fig. 21). En el segundo segmento, inicialmente la acrofase mostro algunos
ciclos transitorios, esta se ajustd al nuevo horario de amamantamiento en los dias
P13-14 aconteciendo 45+11 minutos antes del amamantamiento. Un patrén similar
fue observado en el nadir el cual se ajusté a partir del dia P12, ocurriendo 321+48
minutos posteriores a este.

Durante los ciclos de ayuno (segmento 3) en el grupo de conejos intactos se
observd que la acrofase se retraso, esta ocurrio 120£87 minutos posteriores al
momento en el que originalmente fueron amamantados los conejos. En cuanto al
nadir, este exhibi6é inestabilidad durante estos ciclos. En el segmento 4, se
observo que la acrofase se reajusta al momento del amamantamiento, ocurriendo
12136 minutos previos al mismo, mientras el nadir mostro inestabilidad (Fig. 21).
Finalmente, en el segmento 5 los sujetos del grupo Con durante los cuatro
primeros ciclos la acrofase sucedid 111£128 minutos después del acceso al
alimento, sin embargo a partir de P25 |la acrofase comenz6 a retrasarse de forma
espontanea hasta estabilizarse en los dos ultimos ciclos, ocurriendo 350+38
minutos después de la administracién del alimento. Por otra parte, el nadir se
presenta inestable del dia P20 a P26, pero a partir de P27 a P29 ajusto su fase

ocurriendo 41612 minutos después del acceso al alimento (Fig. 21).
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y con lesidon completa de nucleo supraquiasmatico (Lx-NSQ, n=6) durante los 25 dias de registro. La acrofase esta representada en triangulos rojos,

mientras el triangulo verde invertido esquematiza el nadir. Las lineas verticales de color sobre las graficas indican los segmentos y el horario en que los

animales tuvieron acceso al amamantamiento ¢ alimentacion controlada segun el caso. El segmento 1 esta indicado por la linea verde e incluye del dia

postnatal (P) P5 al dia P9, donde el amamantamiento sucedié a las 11:30 horas; el segmento 2 abarca del dia P10 al dia P14 y esta esquematizado por la

linea dorada donde el amamantamiento ocurrié a las 17:00 horas; el segmento 3 incluye del dia P15 al dia P16 correspondiente al periodo de ayuno y esta

representado por la linea gris punteada; la linea azul representa el segmento 4 y contiene del dia P17 al dia P19, donde el amamantamiento sucedi6 a las

17:00 horas; finalmente, la linea morada indica que del dia P20 al dia P29, los conejos tuvieron acceso a alimento sélido a las 17:00 horas.
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En los conejos del grupo Sham, se observd una relacion de fase similar a lo
observado en el grupo Con. En el segmento 1, inicialmente la acrofase ocurrio
alrededor de 299151 minutos posteriores al amamantamiento y a partir de P7 esta
se ajusto ocurriendo aproximadamente 65+38 minutos antes del amamantamiento.
Para el segmento 2, ante el cambio de horario de amamantamiento, la acrofase
muestro dos ciclos transitorios (P10-11) y posterior a estas la fase se estabilizo
sucediendo 20+65 minutos posteriores al amamantamiento. El nadir presento un
patrén similar donde durante P10-11 tienen lugar los ciclos transitorios y a partir de
P13-14, se ajusto la fase al nuevo horario de amantamiento ocurriendo 207431
minutos después del acceso a la hembra lactante (Fig.21). En el periodo de ayuno
(segmento 3), en los conejos del grupo Sham se observé que la acrofase se
mantuvo estable, de tal forma que esta sucedi6 7+87 minutos antes de la llegada
de la hembra, mientras que el nadir ocurrié 310£128 minutos después al horario
previo de amamantamiento. Durante el segmento 4, la acrofase inicialmente
muestra inestabilidad ocurriendo alrededor de 307+154 minutos posteriores al
amamantamiento, pero a partir de P18 esta se estabilizd sucediendo 27+18
minutos después del amamantamiento, mientras el nadir en los tres ciclos
comenzd a retrasarse progresivamente ocurriendo en 281+115 minutos después
de la llegada de la hembra lactante (Fig. 21). Finalmente, para el segmento 5 en
los sujetos del grupo Sham se observé que la acrofase ocurrio en diferentes
momentos del ciclo, es hasta P27 cuando la acrofase se estabilizé aconteciendo
46+11 minutos posteriores con relacién al acceso al alimento. Mientras el nadir es
ligeramente estable los primeros cuatro primeros ciclos de este segmento
ocurriendo 174+223 minutos en relacion al acceso al alimento, posteriormente a
partir de P24 el nadir es inestable (Fig. 21).

En lo que se refiere al grupo de conejos con lesiones completas de NSQ, se
observo una tendencia similar a la observada en los grupos Con y Sham en lo que
se refiere al control de fase por el amamantamiento y/o alimento soélido (Fig. 21).
En el segmento 1, los conejos del grupo Lx-NSQ se encontré que la acrofase fue
inicialmente inestable y se ajusté a partir del dia P7 ocurriendo 111129 minutos
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posteriores al amantamiento, mientras que el nadir en promedio ocurrid6 421155
minutos después de este (Fig. 21). En respuesta al retraso en el horario de
amamantamiento (segmento 2), los sujetos de este grupo exhibieron inicialmente
ciclos transitorios (P10-12) tanto en la acrofase, como en el nadir; a partir de P13
la acrofase se ajustd al nuevo horario de amamantamiento ocurriendo 75451
minutos después de este y el nadir a pesar de ser mas inestable sucedié en
promedio 346+48 minutos posterior al acceso de la hembra lactante (Fig. 21).
Durante los ciclos de ayuno (segmento 3), se observé que la acrofase se mantuvo
estable de tal forma que acontecido 80+79 minutos posteriores al momento en el
que previamente tuvieron acceso a la hembra lactante. El nadir aunque inestable
siguid presentandose posterior al horario de amamantamiento ocurriendo 195+135
minutos, en relacion al horario de amamantamiento previo (Fig. 21). En el
segmento 4, la acrofase se mantiene estable sucediendo 80+65 minutos posterior
a la llegada de la hembra lactante, por el contrario el nadir fue inestable
sucediendo en general 342+103 minutos después del amamantamiento (Fig. 21).

Por ultimo, en el segmento 5, inicialmente (P20-23) la acrofase fue estable y
ocurrid 63+52 minutos posterior al acceso al alimento, a partir de P24-27 la
acrofase se retrasa de forma importante ocurriendo 224+59 minutos después del
acceso al alimento sodlido, es hasta los dias P28-29 que se vuelve la acrofase
ocurriendo 69132 minutos después del acceso al alimento. El nadir exhibié mayor
estabilidad en este segmento sucediendo aproximadamente 139+36 minutos

después del acceso al alimento con excepcion de dos ciclos (Fig. 21).

6.3.4 Duracion de la anticipacion de la actividad locomotora

En relacion al tiempo en que los conejos de los diferentes grupos bajo estudio
mostraron el componente anticipatorio, el analisis de varianza revel6 un efecto
significativo asociado a la edad ( Grupo: F2375 = 2.0, p=0.1; Edad: F4375= 5.7,
p<0.0001; Interaccion: Fugarsy =0.9, p=0.7), donde el grupo Con y Sham

incrementaron la duracion de la anticipacion en relacién con el grupo Lx-NSQ.
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En el primer segmento la duracion del componente anticipatorio fue similar entre
los conejos de los grupos Con y Sham, en donde la anticipacidn duré 123+14.4 y
138+10.6 minutos respectivamente (Fig. 22). En contraste, los conejos del grupo
Lx-NSQ mostraron una disminucion significativa con respecto al grupo Sham
(F14.345= 2.54; p<0.001) el cual fue de 99+11.4 minutos (Fig. 22). Sin embargo,
para el segundo segmento, la duracion de la anticipacién de los tres grupos
evaluados mostraron estrechas similitudes, donde los valores para el grupo Con,
Sham y Lx-NSQ fueron de 91+11.1, 94+11.2 y 98+11.2 minutos respectivamente.
Durante los ciclos de ayuno (segmento 3) de nueva cuenta los conejos de los
grupos Con y Sham mostraron tendencias similares, en donde la anticipacion
mostré una duracion de 182+52.9 y 153+16.3 minutos, respectivamente (Fig. 22).
En contraste, los conejos del grupo Lx-NSQ mostraron una disminucion
significativa en la duracion del componente anticipatorio con respecto al grupo
Con, la cual fue 112.£19.3 minutos (Fig. 22). En el segmento 4, la duracion fue de
111+14.1 minutos para el grupo Con, 118+2.1 minutos para el grupo Sham y
113+17.7 minutos para el grupo Lx-NSQ. Finalmente la duracion de la anticipacion
de la AcL en el segmento 5 fue similar entre los grupos bajo estudio, en donde la
duracion promedio fue de 91+8.2 minutos para el grupo Con, 107+6.6 minutos
para el grupo Sham y 98+9.1 para el grupo Lx-NSQ (Fig. 22).
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Figura 22. Duracién de la anticipacion de la actividad locomotora en las crias de conejo previo al
amamantamiento 6 acceso al alimento en los grupos intactos (Con, n=6), con lesiones falsas (Sham, n=6) y
con lesiones totales de NSQ (Lx-NSQ, n=6). Los promedios fueron analizados por segmentos, en donde el
segmento 1 corresponde a los dias postnatales (P) P5 a P9, el segmento 2 a los dias P10 a P14, el segmento
3 a los dias P15 a P16, el segmento 4 a los dias P17 a P19 y el segmento 5 a los dias P20 a P29. Media +
error estandar, prueba Bonferroni/Dunn. & Con vs Sham p<0.05; * Con vs Lx-NSQ p<0.05.

Adicionalmente, la prueba post hoc evidencié la existencia de diferencias
significativas en la duracion de la anticipacion de la AcL en los segmentos dentro
de los grupos Con y Sham. En el grupo Con, la duracion de la anticipacién del 1°
segmento mostro tener diferencias significativas con relacion al 3° y 5° segmento.
Sin embargo, el 3° segmento fue el que presentd un incremento significativo en la
duracion de la anticipacion de la AcL con respecto al 1°, 2° 4° y 5° segmento
(Tabla 5).
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Tabla 5. Duracion del incremento anticipatorio de la actividad locomotora de conejos intactos (Con), con
lesiones falsas (Sham) y con lesiones totales de nudcleo supraquiasmatico (Lx-NSQ), previo al
amamantamiento 6 acceso al alimento. Los datos se presentan por segmento, donde el segmento 1 abarca
del dia postnatal (P) P5 al P9, el segmento 2 del dia P10 al P14, el segmento 3 del dia P15 al P16 (ayuno), el
segmento 4 del dia 17 al 19 y el segmento 5 del P20 al P29. Prueba post hoc Bonferroni/Dunn.

Diferencia significativa

Grupo Segmento Minutos + E.E vs segmento (0s) p
Con 1 123t14.4 3 <0.05
5 <0.05
2 91+11.1 3 <0.0001
3 182+52.9 4 <0.0001
5 <0.0001
4 111114 .1
5 91+8.2
Sham 1 138+10.6 2 <0.05
5 <0.05
2 94+11.2 3 <0.05
3 153+16.3 5 <0.001
4 118+12.1
5 107+6.6
Lx-NSQ 1 99+11.4
2 98+11.2
3 112+19.3
4 113£17.7
5 98+9.1

En el grupo Sham, la duracidn de la anticipacion del 1° segmento fue
significativamente mayor al 2° y 5° segmento, mientras que la duracion del 2°
segmento fue significativamente menor que la duracion del 3° segmento pero este
ultimo fue significativamente mayor que la duracién del 5° segmento (Tabla 5).

En contraste con el grupo Con y Sham, la duracion de la anticipacion en los
segmentos del grupo Lx-NSQ no mostraron tener diferencias significativas entre
los mismos donde en promedio, la duracion de la anticipacion de los cinco

segmentos del grupo mencionado fue 111+14 minutos (Tabla 5).
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6.3.5 Intensidad de anticipacion de la actividad locomotora

En cuanto a la intensidad del componente anticipatorio, el analisis de varianza
reveld efectos significativos tanto entre los diferentes grupos bajo estudio como
asociados a la edad (Grupo: F(2435=6.9, p<0.001; Edad: F435=4.3, p<0.001;
Interaccion: F435=0.9, p=0.49). En el primer segmento los grupos Con y Sham
mostraron una tendencia similar en la intensidad de la anticipacién, la cual fue de
16+1.9 y 20+£1.5 movimientos, respectivamente. En contraste el grupo de conejos
Lx-NSQ mostraron una disminucion significativa en la intensidad de la anticipacion
con respecto al grupo Sham, la cual fue de 13+1.5 movimientos (Fig. 23). En lo
que respecta a los segmentos 2, 3 y 4 el analisis de varianza reveld que la
intensidad de la anticipacién mostraba estrechas similitudes entre los tres grupos
bajo estudio. Finalmente, en el quinto segmento la intensidad de la anticipacion del
grupo Con y Lx-NSQ mostraron estrechas similitudes en la intensidad de la
anticipacion la cual fue de 11+1.1 y 12+1.3 movimientos, respectivamente. Fue de
llamar la atencion que los conejos del grupo Sham mostraron un aumento
significativo en relacion a los grupos Con y Lx-NSQ en este parametro, el cual fue
de 15+1.0 movimientos (Fig. 23).
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Figura 23. Promedio de la intensidad de la anticipacion de la actividad locomotora en conejos intactos (Con,
n=6), con lesiones falsas (Sham, n=6) y con lesiones totales de nucleo supraquiasmatico (Lx-NSQ, n=6). Los
promedios fueron obtenidos por segmentos en donde el segmento 1 corresponde a los dias postnatales (P)
P5 a P9, el segmento 2 a los dias P10 a P14, el segmento 3 a los dias P15 a P16, el segmento 4 a los dias
P17 a P19 y el segmento 5 a los dias P20 a P29. Media + error estandar, prueba Bonferroni/Dunn. && Sham
vs Lx-NSQ, p<0.0001; # Con vs Sham, p<0.05; & Sham vs Lx-NSQ p<0.05.

Por ultimo, el analisis post hoc mostré que existié una variacion en la intensidad de
la anticipacion entre los segmentos del grupo Con y Sham. En el grupo Con, la
intensidad de la anticipacion del 1° segmento fue significativamente mayor que
con relacién a la intensidad del 5° segmento, mientras que la intensidad del 2°
segmento es significativamente menor con respecto a la intensidad del 3°
segmento, sin embargo tanto la intensidad de este ultimo junto con la intensidad
del 4° segmento son significativamente mayor con respecto a la intensidad del 5°

segmento (Tabla 6).
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En lo que se refiere al grupo Sham, unicamente la intensidad del 1° segmento
mostré ser significativamente mayor que la intensidad del 2° y 5° segmento.

De manera importante, la prueba post hoc en la intensidad de anticipacion de la
AcL del grupo Lx-NSQ revel6 que no existieron diferencias significativas entre los
segmentos de dicho grupo, por lo que a lo largo de los cinco segmentos el
promedio de la intensidad de la anticipacion de la AcL del grupo Lx-NSQ fue de
16+1.4 (Tabla 6).

Tabla 6. Numero movimientos cada 5 minutos durante la anticipacion de la actividad locomotora de conejos
intactos (Con), con lesiones falsas (Sham) y con lesiones totales de nucleo supraquiasmatico (Lx-NSQ),
previo al amamantamiento 6 acceso al alimento. Los datos se presentan por segmento, donde el segmento 1
abarca del dia postnatal (P) P5 al P9, el segmento 2 del dia P10 al 1P4, el segmento 3 del dia P15 al P16
(ayuno), el segmento 4 del dia P17 al P19 y el segmento 5 del P20 al P29. Prueba post hoc Bonferroni/Dunn.

Diferencia
Grupo Segmento # mov/5 min significativa vs p
segmento (0s)
16£1.9 5 <0.05
14+£1.7 3 <0.05
21+4.7 5 <0.0001
16+1.6 5 <0.05
11+£1.1
20x1.5

Con

OB WN -

Sham

N

<0.001
5 <0.05

13+1.7

19+3.2

17+2.2

15+£1.0

13%£1.5

11+1.4

15+3.1

11+1.6

12+1.3

Lx-NSQ

AP, ON-_2 OO WODN
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V. DISCUSION

La variacion diaria de la Tc y los mecanismos de regulacién de esta, forman parte
de un proceso homeostatico altamente eficiente y complejo, el cual ademas de
involucrar al NSQ también colaboran otras estructuras del SNC, particularmente la
participacion de diferentes nucleos del hipotalamo, resaltando el area preoptica, el
hipotalamo dorsomedial entre otras, asi como estructuras periféricas tales como la
piel, el tejido adiposo, el pelaje por mencionar algunas, las cuales permiten al
organismo controlar y modificar su temperatura corporal con relacién a la
temperatura externa (Clapham, 2011; Morrison y Nakamura, 2011; Morrison et al.,
2008).

Actualmente, existen diversos estudios donde se ha analizado el efecto de las
lesiones bilaterales en el patron de expresion de la Tc (Abe et al., 1979; Challet et
al., 1997b; Eastman et al., 1984; Fuller et al., 1981; Krieger et al., 1977; Refinetti,
1995; Refinetti et al., 1994; Satinoff y Prosser, 1988) y AcL (Refinetti et al., 1994;
Schwartz y Zimmerman, 1991; Stephan y Zucker, 1972), sin embargo, la gran
mayoria de estos se han realizado en animales adultos eludiendo la importancia
del sistema circadiano en la presentacidén del fenébmeno anticipatorio de mamiferos
altriciales en edades postnatales. Asi, este es el primer estudio realizado en
mamiferos en edades tempranas del desarrollo en los cuales se analizé el efecto
de las lesiones bilaterales del NSQ sobre el fendmeno anticipatorio de la Tc y la
AclL.

Con respecto a verificaciones histologicas de la lesiones electroliticas realizadas
en el NSQ, fue evidente que la tincion de Nissl fue la mas adecuada para la
identificacion y delimitacion de la extension de la lesion del NSQ; esta técnica ha
sido aplicada en diversos trabajos para identificar el NSQ de diversas especies,
principalmente en ratas (Granados-Fuentes et al., 2004a; Moore et al., 2002; Van
den Pol, 1980), ratones (Marchant y Mistlberger, 1997), hamsters (Refinetti, 1995;
Silver et al., 1990) y conejo (Caba et al., 2008; Caldelas et al., 2007).
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Otra de las estrategias comunmente empleada con este mismo fin, es la deteccidn
de neuronas inmuno-positivas para los péptidos que se encuentran comunmente a
lo largo del NSQ tales como los péptidos VIP y VP (Aguilar-Roblero et al., 1992;
Moore et al., 2002; Palm et al., 1999).

En el presente estudio adicionalmente utilizamos la deteccion de la proteina
neuronal intranuclear NeuN como una estrategia para delimitar este nucleo
hipotalamico, sin embargo, fue evidente que esta fue inadecuada para la
corroboracién de la presencia 6 ausencia del NSQ de los conejos. Observaciones
realizadas por Morin y colaboradores (2011), indican que la distribucion de las
neuronas inmuno-positivas a la proteina NeuN a lo largo del NSQ de ratones y
hamsters adultos no es uniforme, éstas se encuentran densamente distribuidas en
una alta proporcion en las zonas centro-lateral y central del NSQ, extendiéndose
dorsalmente hasta la regiébn dorso-lateral del nucleo. De igual forma, esta
distribucion ha sido hallada en el NSQ de la rata (Geoghegan y Carter, 2008).
Cabe senalar que la sintesis de péptidos, organizacion y distribucion celular a lo
largo del NSQ varia entre especies (Morin, 2007), por lo que no se descarta que
algunos tipos de neuronas del NSQ no expresen esta proteina de la misma
manera que lo hacen otras areas cerebrales tales como la corteza cerebral,
talamo, cerebelo entre otras (Mullen et al., 1992), esta puede ser una razén por la
que el anticuerpo contra la proteina NeuN en el NSQ de los conejos no resulté ser
el mejor marcador neuronal, sin embargo, como ya se menciono la tincién de Nissl
evidencio la presencia o ausencia del NSQ en el grupo de conejos con lesidn
completa.

En relacién a la ganancia diaria de peso, la lesidon completa del NSQ realizada en
los conejos neonatos no mostro tener algun efecto el peso registrado debido a que
el peso corporal de los conejos del grupo Lx-NSQ mostré una tendencia similar a
los animales del grupo Con y Sham. La ganancia de peso observada en los
conejos chinchilla bajo estudio difirid con los resultados de los trabajos publicados
por Gidenne y Fortun-Lamothe (2002), donde conejos menores de 25 dias de
edad consumen individualmente alrededor de 25-30 gramos de alimento
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procesado por dia. De acuerdo con las observaciones de Piattoni y colaboradores
(1999) (revisado en Pascual, 2001), las crias que muestran un ligero consumo de
alimento solido no ingieren alimento procesado durante uno 6 dos dias cuando se
realiza el cambio de alimentacion exclusivamente a alimento sdlido, esto afecta
ligeramente su crecimiento sin ser un factor que ponga en riesgo la vida de los
mismos. La diferencia entre el consumo de alimento encontrado en el estudio de
Gidenne y Fortun-Lamothe (2002) y nuestros resultados pueden explicarse por la
metodologia empleada en el presente trabajo. El protocolo de destete temprano, el
alimento empleado en la transicion de amamantamiento a alimento solido
(Pascual, 2001) y el acceso controlado del mismo son los principales factores por
los cuales probablemente los conejos de los grupos Con, Sham y Lx-NSQ tuvieron
una minima 6 nula ganancia de peso entre los dias 20 a 23.

Con respecto a la Tc promedio del grupo de conejos Lx-NSQ, Con y Sham
registrada a lo largo de los 25 dias en los que se llevd a cabo el protocolo,
muestran estrechas similitudes entre los grupos bajo estudio por lo que la lesion
completa de NSQ no tuvo efecto sobre la termo-regulacién de conejos a edades
tempranas del desarrollo, por lo que la Tc observada en los conejos chinchilla de
los tres grupos coinciden a los publicados por Jilge (2000, 2001), ademas de los
resultados en dicho parametro en el reciente trabajo publicado por Trejo-Mufioz y
colaboradores (2012), en estos, el rango de Tc promedio entre los dias P2 a P4
fue menor a los 38°C. Adicionalmente, la lesion realizada en el NSQ de los
conejos del presente experimento se efectu6 a manera de dafar lo menos posible
areas hipotalamicas colindantes a dicho nucleo. La baja Tc de los neonatos al
inicio del registro se explica en la escasa eficiencia que estos tienen para
termorregular debido a las caracteristicas con las que nacen tales como carencia
de pelo, parpados y pabellones auriculares cerrados, motilidad reducida, ademas
de contar con un SNC aun inmaduro (Bautista et al., 2003; Hudson y Distel, 1982;
Jilge y Hudson, 2001). En las primeras dos semanas, la Tc de los tres grupos
experimenta un incremento gradual similar al reportado en las crias de conejos
Nueva Zelanda y chinchilla (Jilge et al., 2000, 2001; Trejo-Mufioz et al., 2012).
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Este mismo patron se ha reportado en diferentes especies de mamiferos altriciales
como la rata (Spiers y Adair, 1986), el hamster enano (Newkirk et al., 1995) y
primates (Mirmiran et al., 2001), donde la temperatura incrementa
significativamente durante las primeras etapas del desarrollo. De acuerdo a
diversas observaciones, la estabilidad e incremento de temperatura en mamiferos
altriciales esta relacionado con un mayor aislamiento térmico del organismo, un
aumento del volumen corporal con relacion a la superficie y con el mejoramiento
de la capacidad metabdlica del individuo (Alberts, 1978; Bautista et al., 2003;
Jeddi, 1971; Spiers y Adair, 1986). La lesion completa de NSQ es posiblemente el
motivo por el cual existié una ligera disminucién en la Tc del grupo de conejos con
Lx-NSQ aunque esta no fue significativa con respecto a los grupo Con y Sham, asi
lo sugiere investigaciones realizadas por Satinoff y Prosser (1988) donde lesiones
electroliticas bilaterales de NSQ de ratas modificaron la amplitud, la fase y la
oscilacion espontanea de la Tc. Sin embargo, esta disminucion no es significativa
lo cual concuerda con lo reportado en hamsters (Refinetti, 1995), ratas (Baker et
al., 2005) y mono ardilla (Fuller et al., 1981), donde la lesion bilateral del NSQ no
modifico significativamente en el promedio de la Tc con respecto a los animales
control, lo cual indica que la lesion bilateral del NSQ no afecta a la respuesta
termorregulatoria en conejos en desarrollo similar a lo ocurrido en la ratas adultas
con lesion completa de NSQ (Wachulec et al., 1997). Durante los ciclos en los que
los conejos no tuvieron acceso a la hembra lactante. Se observé una disminucién
significativa en la Tc en los tres grupos de conejos bajo estudio, resultados que
concuerdan con los trabajos realizados en conejos (Jilge et al., 2000, 2001) y ratas
(Challet et al., 1997a) donde la disminucion de la Tc fue mas evidente después del
primer ciclo de ayuno. La disminucion de la Tc en los grupos bajo estudio se
explica como un componente metabdlico exdgeno el cual es inducido por la
ingesta de la leche de la hembra por parte de las crias (Jilge et al., 2000, 2001),
sin embargo, esta documentado que el fendmeno anticipatorio por parte de la Tc
en las crias de conejo persiste incluso durante 72 horas en ausencia de la sefial

sincronizadora (amamantamiento) (Jilge et al., 2001).
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Por otra parte, el analisis de Fourier determiné que el componente de 24 horas de
la Tc de los conejos neonatos de cada grupo esta presente a partir del 5 dia de
edad y que la lesidbn del NSQ no tiene efecto sobre la consolidacién del
componente del ritmo de 24 horas, siendo este similar al presentado con los
grupos Con y Sham. Experimentos realizados por nuestro grupo de investigacion
(Trejo-Murfioz et al., 2012) indican que conejos neonatos de la misma raza
presentan el componente de 24 horas dentro de los primeros 5 dias, sin embargo,
tanto en dicho trabajo y los resultados aqui mostrados el componente de 24 horas
se encuentra en las tres primeras frecuencias de mayor energia entre los dias
postnatales 9-10, otros estudios realizados unicamente con observaciones de los
registros diarios del patron de Tc, mostraron que dicho ritmo en conejos neonatos
Nueva Zelanda esta presente desde los primeros 4-5 dias e incluso en algunos
sujetos a los 2 dias postnatales (Jilge et al., 2000, 2001). De manera importante, el
analisis de Fourier del grupo Lx-NSQ indica que el componente ritmico de 24
horas esta presente durante el periodo de ayuno dentro de las tres primeras
frecuencias de mayor energia (exceptuando un sujeto), estos resultados indican
que los conejos neonatos con lesion completa de NSQ bajo condiciones
constantes y con ausencia de la sefal sincronizadora son capaces de generar de
manera enddgena el componente ritmico de 24 horas de la Tc. Adicionalmente, el
componente de 24 horas es evidente en segmentos previos y posterior al ayuno
donde la sefial sincronizadora influye diariamente en la expresién ritmica de la Tc.
En ambos casos, los resultados del presente experimento se suman a los trabajos
publicados en ratas y monos ardillas adultos en los cuales lesiones bilaterales de
NSQ no afectan el ritmo de Tc ya sea en ciclos de iluminacion constante (Fuller et
al., 1981; Satinoff y Prosser, 1988) asi como en un ciclo de L:O (Dunn et al., 1977;
Powell et al., 1980). Sin embargo, existen reportes en la literatura en los que se
abole la ritmicidad en la Tc por la lesion completa de NSQ (Abe et al., 1979;
Eastman et al., 1984; Refinetti, 1995). Por otra parte, el analisis matematico
empleado en el presente trabajo permitié establecer con mayor precision la fase
(acrofase y nadir), la duracion e intensidad de anticipacion del ritmo de Tc y AcL.
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En lo que respecta a la acrofase y nadir del patron diurno de Tc, la acrofase de los
animales de los tres grupos fue la que tuvo una mejor respuesta ante el cambio de
la fase del amamantamiento, lo cual coincidié con los trabajos realizados por Jilge
y colaboradores (2000, 2001), en los cuales las crias de conejo amamantados
originalmente a un horario ya establecido cambiaron su fase cuando este les fue
modificado con una diferencia de 2 horas de retraso.

Actualmente no existen otros estudios de el efecto de las lesiones bilaterales del
NSQ en la Tc en mamiferos en desarrollo, bajo un régimen de acceso a alimento
sélido controlado. Sin embargo, observaciones en ratas adultas con lesion
completa de NSQ bajo un régimen de restriccion de alimento (Krieger et al., 1977)
asemejan el incremento anticipatorio hallado en nuestros conejos horas previas a
la llegada de la hembra lactante. Los efectos observados tanto en la
sincronizacion entre el amamantamiento y el alimento sélido, asi como la duracién
de la anticipacion e intensidad pueden estar relacionadas principalmente a la
ontogenia asi como a las caracteristicas fisicas y quimicas de cada sefial
sincronizadora ademas de la relevancia que cada una de estas sefiales posee
para los conejos. Por ejemplo, el amamantamiento implica para los conejos
neonatos una serie de estimulos sensoriales que involucra el olfato (Coureaud et
al., 2008), la temperatura, el tacto, la presién (Pacheco-Cobos et al., 2003), el
gusto (Bautista et al., 2008) entre otros, ademas del aporte nutricional que
involucra la ingesta de la leche (Anderson et al., 1975). Por otra parte, el alimento
sélido también juega un papel importante en el crecimiento del animal debido a
que la etapa posterior al destete es la principal fuente de nutrientes (Scapinello et
al., 1999). Esto demuestra que el sistema circadiano de los conejos en desarrollo
responde de manera eficiente ante las sefiales maternas como las que engloba el
amamantamiento y al alimento sélido; la primera y posiblemente la mas importante
para el sistema circadiano, involucra el amantamiento el cual significa en gran
medida la supervivencia y desarrollo de los conejos en etapas pre-visuales
(Coureaud et al., 2000).
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Nuestros datos sugieren que el proceso de ontogenia juega un papel de
adaptacion muy importante dentro de la etapa de desarrollo tanto de los
osciladores y organos centrales como de los periféricos (Weinert, 2005). Asi
mismo, la ingesta restringida de alimento involucra un mecanismo metabdlico
complejo el cual repercute sobre el sistema circadiano modificando la variacién
diaria de temperatura evidenciando que el NSQ no es la unica estructura que
puede generar la fluctuacion ritmica de la Tc (Krieger et al., 1977).

En relacibn a la actividad locomotora, nuestros conejos evidenciaron una
considerable disminucion en el promedio de AcL durante las primeras dos
semanas de desarrollo, posteriormente los niveles de AcL se estabilizaron; en
conejos Nueva Zelanda se ha reportado un patrén similar donde alrededor del dia
5 la AcL comienza a disminuir paulatinamente hasta mostrar una estabilidad en los
ultimos tres dias de registro (Oakley y Plotkin, 1975). Por otra parte, se observo un
marcado incremento en la actividad de los tres grupos de conejos en el dia P15, el
cual correspondio al primer ciclo donde el amamantamiento fue omitido. Estudios
realizados en ratas de 9, 18 y 33 semanas de edad bajo un ciclo L:O (Koubi et al.,
1991), y en O:0 (Challet et al., 1997a) confirman que el ayuno modifica el patron
de la AcL incrementando la tasa de movimiento, observaciones que sugieren que
el organismo sufre diversos cambios metabodlicos, como la movilizacién y uso de
lipidos, asi como la uso de nitrégeno el cual coincide con el incremento de la AcL
(Koubi et al., 1991). Esta evidencia indica que probablemente los cambios
metabalicos inducidos por el ayuno, modifican el patrén de la AcL de los conejos
en desarrollo causando una hiperactividad.

Con respecto a la presentacion del componente de 24 horas de la AcL, los
resultados del analisis de Fourier demuestran que la lesion completa del NSQ no
tiene ningun efecto sobre el patrén diurno observado en los animales de los tres
grupos. En la mayoria de los animales el componente de 24 horas se presento
entre las tres primeras frecuencias de mayor energia a partir del segundo
segmento, es decir a partir del dia 10 de edad.
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Estos resultados concuerdan con lo previamente descrito en conejos Himalaya
(Jilge, 1993b) donde el ritmo de la AcL es evidente a partir del dia P5. En
comparacion con el desarrollo de otros mamiferos tales como los roedores, la
presencia del ritmo de la AcL difiere ampliamente entre especie. En ratas
Sprague-Dawley la ritmicidad es evidente hasta el dia P15, mientras en ratas Long
Evans esta se establece entre los dias P5 a P10 (Anderson y Smith, 1987; Smith y
Anderson, 1984) y en crias de hamsters fue evidente entre los dias P18 a P20
(Davis y Gorski, 1985). Ante lo descrito, la expresion del ritmo de 24 horas de la
AcL se presenta en diferentes etapas del desarrollo con respecto a cada especie.
En comparacion, los conejos en desarrollo presentan de manera mas temprana el
componente ritmico de 24 horas en comparacion a las otras especies. Con
respecto a la acrofase y nadir de los animales del grupo Lx-NSQ la lesién no tuvo
efecto sobre ambas fases durante los cuatro primeros segmentos, por lo que
principalmente la acrofase de los tres grupos fue la que mejor se ajusto ante los
cambios de fase durante el breve lapso del amamantamiento y esta respondio
similar a lo que ocurre en ratas adultas con lesiones completas de NSQ sometidas
a una restriccion de alimento de 4 horas (Stephan y Becker, 1989).

Durante los ciclos en los que los conejos tuvieron acceso al alimento sélido la
acrofase de la AcL de los animales del los grupos Con y Sham mostro
inestabilidad lo cual puede deberse al efecto de enmascaramiento originado por el
acceso restringido de 4 horas al alimento observado en algunos conejos adultos
(Jilge, 1993a; Jilge et al., 1987). Esta diversidad en la respuesta a la restriccion del
alimento también ha sido observada en monos ardilla adultos donde la AcL no
logra sincronizarse al horario de acceso al alimento (Boulos et al., 1989). Hornicke
y colaboradores (1984) concluyen que durante el acceso ad libitum, los ritmos
circadianos de ingesta de comida, la excreciéon de heces duras y blandas, y la
motilidad cecal es gobernada por un marcapaso en comun, mientras que durante
la restriccidn de alimento el patrén de excrecion de heces duras es modificado en
consecuencia de los efectos mecanicos y metabolicos de la digestion de la

comida.
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Un estudio realizado en ratas adultas determiné que el NSQ participa activamente
en la sincronizaciéon por alimentacion restringida, modulando la respuesta de
estructuras corticolimbicas e hipotalamicas resultando en un incremento en la
respuesta de la AcL, proceso que no sucede cuando el NSQ es eliminado
(Angeles-Castellanos et al., 2010). Por estas razones posiblemente la duracion e
intensidad de la anticipacion de la AcL del los conejos Lx-NSQ exhibe diferencias
significativas en comparacion a los animales del grupo Con y Sham,
independientemente de la sefial sincronizadora (amamantamiento 6 alimento
solido). Por lo que la lesidon completa del tiene un efecto en la duracion e
intensidad de la AcL.

Adicionalmente, el componente circadiano persistio cuando el amamantamiento
fue omitido, indicando que dicho componente es de origen endoégeno.

Los resultados obtenidos durante el ayuno, coinciden con las observaciones
realizadas precisamente en nuestro grupo de investigaciéon donde el componente
ritmico de la AcL persiste dos ciclos bajo condiciones constantes en ausencia de
la sefal sincronizadora (Trejo-Mufioz et al., 2012). Hallazgos similares se
encontraron en la AcL, ghrelina, acidos grasos libres y corticosterona de conejos
Nueva Zelanda de 7 dias de edad, los cuales fueron expuestos a dos dias de
ayuno (Morgado et al., 2010).

La presencia del componente de 24 horas y la persistencia del ritmo circadiano a
nivel fisiolégico y conductual en condiciones de ausencia de la sefal ciclica
ambiental en los conejos con lesion de NSQ indica la participacion de uno 6 mas
osciladores en la generacion y modulacion la expresidn de diversos fenomenos
ritmicos (Abe et al., 2002; Dibner et al., 2010; Herzog, 2007).

La identificacion de oscilaciones de genes reloj en diversos tejidos extra-NSQ en
particular en el bulbo olfatorio (Abe et al., 2002; Granados-Fuentes et al., 2004b),
el nucleo dorsomedial del hipotalamo (Guilding et al., 2009) y el higado (Damiola
et al., 2000; Yamazaki et al., 2000) sugieren ser algunos de los tejidos en
participar en la expresion de diversos ritmos internos. Con respecto al BO,

estudios recientes realizados en ratas proponen a esta area cerebral, como un
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posible marcapaso funcional debido a que la expresién ritmica de los gen Per? no
depende de la integridad del NSQ (Granados-Fuentes et al., 2004a),
adicionalmente trabajos realizados en nuestro grupo de investigacion demuestran
que el BO expresa ritmicidad en los genes Per1, Cry1y Bmal1 mucho antes que el
NSQ (Montufar-Chaveznava et al., 2012), de manera significativa la participacion
de la feromona 2-metilbut-2-enal presente en la leche materna tiene un papel
importante en el la integracion, procesamiento (Charra et al., 2012) y respuesta
conductual del conejo lactante (Montigny et al., 2006), debido a esto, la interaccion
madre-cria tiene una relevancia fundamental en los conejos en desarrollo, por lo
que es necesario establecer cual o cuales son las sefales provenientes de la
hembra asi como identificar las vias aferentes y los osciladores extra-NSQ que
participan en el procesamiento y generacion de los fendmenos ritmicos de los
conejos en edades tempranas del desarrollo.

En lo que se refiere al nucleo dorsomedial del hipotalamo, ya se ha establecido
que este participa en la AAA (Chou et al., 2003). Estudios realizados en ratas
adultas mencionan que esta area hipotalamica esta relacionada con la expresion
de genes reloj asociados al momento de acceso de alimento restringido (Mieda et
al.,, 2006), un patrén similar ocurre en la expresion de Per1 en el nucleo
dorsomedial de los conejos Nueva Zelanda de 7 dias de edad (Caba et al., 2008).
Adicionalmente, un reciente experimento realizado en ratas adultas revela que la
intensidad de la AAA inducida por restriccion de alimento esta dada entre la
interaccion del NSQ con el nucleo dorsomedial del hipotalamo, en este
experimento se observo que la AAA de la AcL incrementa por la activacién de
neuronas que contienen GABA provenientes del nucleo dorsomedial del
hipotalamo las cuales inhiben la actividad eléctrica del NSQ, permitiendo asi un
incremento en la actividad locomotora (Acosta-Galvan et al., 2011).
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VIIl. CONCLUSIONES

Nuestros resultados indican que el NSQ no es esencial para la expresion
ritmica de la temperatura corporal y actividad locomotora, debido a que los
conejos en desarrollo mantenidos en condiciones constantes y con lesion
completa de dicho nucleo hipotalamico presentaron un patrén circadiano en
dichos parametros, similar a lo observado en los animales intactos.

Las respuestas de fase no se vieron afectadas por las lesiones bilaterales
de NSQ, ya que conejos con lesiones completas fueron capaces de ajustar
la fase ante cambios en el horario de acceso a la hembra lactante, similar a
lo observado en los conejos intactos.

La ritmicidad circadiana en la temperatura y la actividad locomotora
persistio en ausencia de la sefial sincronizadora (amamantamiento) en los
animales del grupo con lesiones completas. Lo cual indica por una parte
que la integridad del NSQ no es indispensable en la generacion de la
ritmicidad de dichos parametros y que otros osciladores estan involucrados
en el mantenimiento de la ritmicidad, en conejos en desarrollo.

La lesiones completas del NSQ no tuvieron efecto en la ocurrencia del
fendbmeno anticipatorio al amamantamiento. Sin embargo, se observaron
cambios en la duracion e intensidad de la anticipacion a nivel de la actividad
locomotora lo cual sugiere que el NSQ participa en la modulacion de estos
parametros.

Durante el periodo de destete y alimentacion sdélida parece ocurrir una
reorganizacion importante en la organizacion de la temperatura y la
actividad locomotora, la cual posiblemente esté asociada a un cambio
reostatico a nivel fisiolégico en los tres grupos bajo estudio, por lo que no se
observaron efectos asociados a la lesion del NSQ.
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