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|. RESUMEN

Es bien sabido que una caracteristica importante en los organismos, es
presentar oscilaciones ritmicas en diferentes procesos biolégicos y conductuales
con una frecuencia cercana a las 24 horas, estas variaciones reciben el nombre de
ritmos circadianos. Estos ritmos, son generados de manera endogena por
diferentes marcapasos y osciladores, los cuales ajustan su funcionamiento a los
cambios ritmicos y predecibles en el medio ambiente, mediante un fendbmeno
conocido como sincronizacion. En los mamiferos el principal marcapasos
circadiano se encuentra en el nucleo supraquiasmatico (NSQ). Sin embargo, la
evidencia cientifica ha demostrado que en los gazapos la eliminacion completa del
NSQ no tiene efectos sobre la ritmicidad circadiana en la temperatura corporal y la
actividad locomotora, lo cual sugiere la participacion de otra estructura. De manera
paralela, diferentes estudios han demostrado que en el bulbo olfatorio (BO) la
expresion de genes ocurre de manera enddgena y autosostenida.

En el presente estudio se investigd el efecto de la lesion bilateral y unilateral
del BO, en gazapos de 4 dias de edad, sobre el patrén de temperatura corporal y
actividad locomotora en condiciones de luz continua, durante el periodo de
amamantamiento y en la ausencia de éste. Se demostré que la lesion bilateral del
BO modifica la expresion ritmica de la temperatura corporal y la actividad
locomotora, asi como un efecto significativo en la duracion e intensidad de la
anticipacion. Esto sugiere la participacion del BO como posible marcapasos en las

etapas tempranas del desarrollo.



Il. INTRODUCCION

I.1. Los ritmos biolégicos

Los organismos vivos presentan fluctuaciones ritmicas en una amplia
diversidad de procesos que comprenden desde cambios en la conducta, hasta
variaciones moleculares. Estas oscilaciones se relacionan con los cambios que
ocurren en el ambiente, tal como la sucesion dia-noche, el cambio de estaciones,
entre otras (revisado en: Caldelas, col., 2004). Estas variaciones son conocidas
como ritmos bioldgicos, pueden presentar duraciones que van desde fracciones
de segundo (ritmos ultradianos) como la actividad neuronal; hasta una vez al
afio (ritmos circanuales) como la conducta reproductiva en algunos animales; o
como lo es el caso de los ritmos infradianos que presentan una duracion que va

de 28 horas hasta 6 dias (revisado en: Granados-Fuentes, col., 1995).

Dentro del amplio espectro de ritmos, se encuentran los ritmos
circadianos (proveniente del Latin circa: préximo a, dies: dia), que son procesos
biolégicos con wuna frecuencia cercana a las 24 horas que se repiten
periddicamente (Halberg, 1959). Estos son evidentes en una gran variedad de
procesos fisioldgicos tales como: el ciclo sueno-vigilia, la liberacién de hormonas
como la adrenocorticotropina, la tirotropina y la prolactina, la ingesta de alimento,
entre otros (revisado en: Reinberg y Smolensky, 1983; Hernandez-Campos, 2013).

Debido a que los ritmos circadianos influyen la ocurrencia de una variedad
de funciones fisioldgicas, le permiten al organismo adaptarse al medio donde

habitan, proporcionando la capacidad de anticiparse a los cambios ciclicos que



ocurren en este, brindando una mayor probabilidad de supervivencia. Asimismo,
esta capacidad es crucial en la orientacion con respecto a la posicidn del sol en
especies migratorias. Por lo que podemos decir que para un adecuado
funcionamiento de los organismos, en ellos ha evolucionado la capacidad de
sincronizar las funciones fisiolégicas y conductuales con el medio (revisado en:

Granados-Fuentes, col., 1995; Herzog, 2007).

Para poder estudiar los ritmos circadianos, es importante conocer los
parametros que se analizan con mayor frecuencia dentro de una sefal ritmica
(Fig. 1):

e Periodo- Intervalo de tiempo en el que se repite una caracteristica o
evento. Cuyo reciproco es la frecuencia.

e Frecuencia- Numero de repeticiones de un fenémeno en un periodo
establecido.

e Amplitud- Diferencia entre el valor maximo y el valor minimo.

e Fase- Tiempo o momento en que ocurre un evento, dentro de una
escala arbitraria.

e Angulo de fase- La diferencia entre la fase de dos ritmos.

e Mesor- Valor promedio alrededor de la cual las variables oscilan;
media ajustada del ritmo a estudiar.

e Acrofase- Valor maximo que se presenta en la oscilacion.

e Nadir- Valor minimo que se presenta en la oscilacion. También
llamada batifase.

e Zeitgeber o sincronizador- Del aleman Zeit- tiempo, geber- dar.



Estimulo que es capaz de producir cambios de periodo o fase en los ritmos

de un individuo.

Figura 1. Representacion esquematica de los parametros caracteristicos de los
ritmos circadianos; A) periodo de oscilacion; B) amplitud; C) fase del ritmo; D) angulo
de fase; E) mesor; F) acrofase; G) nadir. La linea negra indica la expresién de un
ritmo endogeno, mientras que la linea gris muestra la expresion en presencia de una
sefal ciclica externa. Imagen modificada de Gruart, col. 2002.

11.1.1. Caracteristicas de los ritmos circadianos

Dentro de las caracteristicas mas importantes de los ritmos circadianos
encontramos que: 1) Son generados de manera endoégena por marcapasos Y
osciladores cuyo periodo de oscilacion es cercano a las 24 horas. Bajo
condiciones de ausencia de estimulos ambientales, las fluctuaciones ritmicas
siguen presentandose con un periodo diferente al que ocurre en presencia de los
estimulos ambientales, fendmeno conocido como oscilacion espontanea o free
running. 2) Los marcapasos y osciladores que los generan son sensibles a
determinadas sefales ambientales, regulares y predecibles en el tiempo, las

cuales mediante el proceso de sincronizacion, ajustan el funcionamiento de los



marcapasos Yy osciladores al entorno. 3) Poseen mecanismos de compensacion de
temperatura, ya que el funcionamiento de los marcapasos y osciladores no es
sensible a los cambios de temperatura externos; es decir, la duracion del periodo
no se alarga o acorta como consecuencia de la fluctuacion de temperatura del

medio (revisado en: Gruart, col., 2002; Hernandez-Campos, 2013).

I1.2. El Sistema circadiano

El sistema circadiano es aquel encargado de proporcionar a los seres vivos los
mecanismos necesarios para adecuar su funcionamiento con el del medio
ambiente, manteniendo la organizacién temporal interna de los multiples procesos
que ocurren en el organismo de acuerdo con los cambios ciclicos diarios (Gruart,
col., 2002).

Para poder llevar a cabo su funcién, el sistema circadiano se encuentra
constituido por marcapasos y osciladores distribuidos tanto en el sistema nervioso
central como en el resto del organismo, los cuales son capaces de sincronizar su
funcionamiento a las sefiales ciclicas ambientales y de coordinar las diferentes
estructuras que componen el sistema. Estos marcapasos y osciladores a través de
hormonas y del sistema nervioso regulan la actividad de los diferentes érganos del
cuerpo mediante el fendmeno conocido como acoplamiento (revisado en:

Montufar-Chaveznava, col., 2010; Hernandez-Campos, 2013).

1.2.1. La generacidn de los ritmos circadianos
Se sabe que los ritmos circadianos son generados por estructuras

conocidas como marcapasos y osciladores. Los marcapasos circadianos son



estructuras que presentan ritmicidad endogena, la cual se mantiene ya sea en
condiciones in vitro o in vivo, aun cuando son aislados de sefales ciclicas
ambientales, asi mismo, tienen la capacidad de influir en la ritmicidad de otras
estructuras. Tal es el caso del Nucleo Supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo,
el cual se considera el principal marcapasos en mamiferos. En contraste, los
osciladores circadianos son estructuras que presentan ritmicidad pero esta se
ve influenciada por un marcapasos o por alguna sefal externa, sin la cual pierden
la ritmicidad; como es el caso del higado, el rifidn, las adrenales y la pituitaria,
entre otros tejidos (Gruart, col., 2002; Caldelas, col., 2004, 2005; Montufar-

Chaveznava, col., 2010).

Actualmente se sabe que la ritmicidad circadiana depende del
funcionamiento de una asa de transcripcion-traduccién autorregulada que se
conoce como reloj molecular, la cual se empez6 a estudiar en la Drosophila
melanogaster y se describid el asa que involucra la participacion de los genes reloj
Per y Tim y sus productos proteicos, los cuales se autorregulan al inhibir la accion
de los factores de transcripcion CLOCK y CyCLE. En mamiferos se ha
encontrado que la ritmicidad circadiana involucra una asa de retroalimentacion
negativa (Fig. 2) similar a la encontrada en Drosophila melanogaster; y que en
ésta los genes Per y Cry, asi como sus productos proteicos, inhiben su propia
transcripcion al suprimir la actividad del heterodimero CLOCK-BMAL1. Esta asa
de transcripcion-traduccion se observa a nivel celular en el marcapasos central y
en otros componentes del sistema circadiano como los osciladores periféricos

(revisado en: Gruart, col., 2002; Sumova, col., 2008; Hernandez-Campos, 2013).
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Figura 2. Representacion esquematica de la maquinaria molecular presente en
la generacion de ritmicidad circadiana en mamiferos. El oscilador circadiano
esta conformado por un asa de retroalimentacion negativa de los genes
Periodo (per), cuyos productos proteicos Periodo (PER) al unirse al
Criptocromo (CRY), inhiben su propia transcripcion desplazando al
heterodimero Clock-BMAL1. Imagen modificada de Herzog, 2007.

1.2.1.1. El nicleo supraquiasmatico

Un numero importante de evidencia cientifica, demuestra que el principal
marcapasos circadiano en los mamiferos esta localizado en el NSQ, ya que las
lesiones bilaterales de esta estructura producen la supresion de la ritmicidad en
los sujetos, principalmente la actividad locomotora y el ciclo suefio-vigilia. De igual
forma en estudios in vitro se ha observado, en las células del NSQ, la persistencia
de ritmicidad tanto en la actividad eléctrica como metabdlica y en la expresion de

los genes reloj (Granados-Fuentes, col., 1995, 2013; Herzog, 2007).



Durante el desarrollo, el marcapasos localizado en el NSQ de los
mamiferos esta presente y es funcional desde etapas prenatales, sin embargo, la
capacidad de funcionamiento pleno como marcapasos no sélo depende de la
presencia de los componentes moleculares, sino que requiere de la capacidad de
las células individuales de sincronizarse y de jerarquizar las sefiales ambientales,
por lo que, los diferentes ritmos biolégicos se desarrollan en diferentes etapas de
la vida (Weinert, 2005). Se sabe que el desarrollo del NSQ en ratas comienza en
el dia embrionario (E) 14 y continua hasta el dia E18, y aproximadamente para el
dia E 19-21 empieza a presentar ritmicidad metabdlica; alcanzando su madurez
funcional hasta el dia postnatal (P) 10, ya que hasta este dia se establecen el
numero de sinapsis neuronales que presenta el NSQ adulto (Weiner, 2005;
Sumova, col., 2008). Diferentes estudios demuestran que la actividad ritmica del
NSQ fetal es independiente del de la madre, ya que en animales gestantes con
lesion del NSQ, cada feto es capaz de expresar ritmos independientes con
oscilacion espontanea, e incluso esta ritmicidad persiste en cultivos celulares de
NSQ (Hastings, col., 1998; Granados-Fuentes, col., 2004).

A pesar de que desde etapas tempranas de desarrollo el NSQ presenta
ritmicidad, ésta solo es detectable a nivel metabdlico, ya que en esta edad no hay
ritmicidad en la expresidn de los genes reloj. Esto puede deberse a varias
razones: 1) la amplitud de los ritmos es tan baja que no puede ser detectada; 2) la
expresion de ritmicidad se da en escasas células del NSQ; 3) la ritmicidad
individual de las células no esta sincronizada debido a las pocas sinapsis
presentes (Weinert, 2005; Sumova, col., 2008). Estudios recientes demostraron la

presencia de ritmicidad de genes reloj en osciladores periféricos de los embriones,



en el higado y corazén (Weinert, 2005; Sumova, col., 2008).

11.2.1.2. El bulbo olfatorio

En diferentes estudios realizados por Ganados-Fuentes y colaboradores
(2004a y b, 2006, 2013), se encontrdé que las neuronas del bulbo olfatorio (BO) de
ratas exhiben ritmicidad en la expresion del gen Perl desde el dia E19.
Adicionalmente, en estudios in vitro encontraron que las neuronas del BO
expresan patrones circadianos en la expresion de genes reloj y actividad eléctrica;
en el mismo cultivo las neuronas expresan ritmicidad con diferente fase
(Granados-Fuentes, col., 2004a). Asimismo, estas neuronas son capaces de
sincronizarse a cambios en la temperatura (Granados-Fuentes, col., 2004a). En
estudios in vivo, demostraron que las neuronas del BO de roedores puede
sincronizarse por olores, ya que al exponer ratones a aceite de cedro se observo
que la expresion de la proteina c-Fos en el BO, se sincronizaba a la presentacion
del estimulo (Granados-Fuentes, col., 2006). Se sabe que la ritmicidad generada
en el BO de roedores adultos es independiente de la ritmicidad del NSQ, ya que
en ratas arritmicas por lesiones del NSQ o expuestas a luz continua, el BO
continua presentando ritmicidad hasta por un periodo de 3 semanas, no obstante,
esta ritmicidad esta acoplada a la fase del NSQ (Granados-Fuentes, col., 2004b).

Adicionalmente, se ha reportado que las lesiones del BO afectan la
expresion de ritmicidad, ya que en ratones mantenidos bajo condiciones de 12
horas luz y 12 horas de oscuridad (12:12 LD), los animales con lesion del BO
exhibieron un retraso en el inicio de la actividad locomotora, en comparacion con

los animales control y cambios en el periodo de ritmo de tal actividad (Possidente,
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col., 1990), lo cual es un indicador de la participacién de este marcapasos en la

generacion del ritmo circadiano de actividad locomotora en los roedores.

Estas evidencias nos llevan a sugerir que en etapas embrionarias la
ritmicidad del feto esta conducida por la interaccién de diferentes marcapasos u

osciladores periféricos y las sefales ritmicas provenientes de la madre.

11.2.2. La sincronizacion de los ritmos circadianos

La sincronizacién es el proceso mediante el cual los ritmos biolégicos se
ajustan de manera constante al medio ambiente. En general, las sefales ciclicas
del entorno desempefan un papel importante como sincronizadores, ya que los
osciladores internos son sensibles a estas, permitiéndole al organismo anticipar y
responder a los cambios en el entorno en que se desarrolla, lo que confiere el
caracter adaptativo a los ritmos circadianos (revisado en: Reinberg y Smolensky,
1983; Gruart col., 2002; Caldelas, col., 2004).

En el ambiente existe una gran cantidad de senales ritmicas, siendo las
féticas (como la alternancia entre el dia y la noche o ciclo luz-oscuridad), las
principales sefales sincronizadoras de los marcapasos y osciladores internos. Sin
embargo, existe un grupo de sefiales conocidas como no-féticas, que también
tienen la capacidad de influir en la expresién de los ritmos bioldgicos, tales como
cambios en la temperatura, la presencia de alimento, la interaccidon social, entre
otros (revisado: Reinberg y Smolensky, 1983; Gruart col., 2002; Caldelas, col.,

2004).
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Para considerar una sefal como sincronizador, se deben cumplir las
siguientes caracteristicas: 1) debe ser regular y predecible en el tiempo; 2) los
marcapasos y osciladores deben ser sensibles a la sefial; 3) deben tener
periodicidad cercana a la del oscilador, esto es, deben estar dentro del limite de
sincronizacion de los osciladores, el cual es cercano a las 24 horas. En el caso de
los marcapasos y osciladores, si la sefial sincronizadora excede el limite de
sincronizacion, éstos son incapaces de acoplar su funcionamiento a la senal
(Gruart, col.,, 2002); 4) la periodicidad del oscilador debe igualarse a la
periodicidad de la sefial a la que es sensible (revisado en: Granados-Fuentes, col.,

1995).

Dentro de las sefnales no-foticas, la disponibilidad de alimento afecta de
manera directa los ritmos circadianos de los animales, por lo que la restriccion
alimentaria funciona como una potente senal sincronizadora de los ritmos diarios
de temperatura, actividad locomotora y secrecion de hormonas en animales
roedores adultos (Challet, col., 2003). Ademas, en condiciones de restriccion
alimentaria se presenta el fendmeno conocido como anticipacion a la
alimentacion, el cual se caracteriza por un marcado incremento en la actividad
locomotora y temperatura corporal de los animales horas previas al acceso al
alimento (Caldelas, col., 2005). Es de notar que la anticipacion al alimento no
depende de la integridad del NSQ, ya que en roedores con lesion de esta
estructura, persiste el fenédmeno anticipatorio (Challet, col., 2003; Caldelas, col.,
2005;), lo cual es un claro indicador de que este depende de otro oscilador o

marcapasos.
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En conejos adultos también se ha observado que en un programa de
restriccion alimentaria la disponibilidad de alimento es capaz de sincronizar la
actividad locomotora, el consumo de agua, la excrecion de orina y de heces (Jilge,

1995).

En la actualidad se sugiere la participacion de cinco mecanismos diferentes
los cuales no son excluyentes entre si, y estan involucrados en la generacion de la
anticipacion a la alimentacion: 1) La presencia de un reloj de arena o temporizador
metabolico, el cual busca mantener la homeostasis de nutrientes en el organismo
e induce una conducta de busqueda de alimento; 2) Un proceso de memorizacion
de intervalos de tiempo, en el cual el individuo aprende que la disponibilidad del
alimento se da cada determinado intervalo, asociado a un evento mayor (Ej. El
inicio del dia o la noche); 3) La presencia de un proceso de discriminacién y
memoria para determinada fase del marcapasos, en el cual el organismo utiliza a
los marcapasos para llevar un sentido del paso del tiempo; 4) Un proceso de
aprendizaje por asociacion, en el cual la asociacién de determinada fase dentro
del ciclo con la comida, provoca una respuesta condicionada a la presencia de la
misma; 5) La presencia de un oscilador sincronizado por la comida, el cual

involucra un marcapasos externo al NSQ (revisado en: Mistlberger, 2009).

Desde etapas fetales, todos los mamiferos estamos expuestos a un entorno
ritmico dentro del utero, el cual es generado por la hembra gestante, que se vale
de sefiales no-foticas, tales como los niveles de las hormonas (prolactina,

melatonina y corticosteroides), el paso de los nutrientes en el torrente sanguineo,
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la actividad propia de la madre, entre otras (revisado en: Caldelas, col., 2004,
2005). Se ha propuesto que la ritmicidad in Gtero del NSQ fetal pueda estar
sincronizada principalmente por la melatonina durante la etapa de oscuridad, ya
que el NSQ fetal presenta una gran cantidad de receptores de melatonina
(Hastings, col., 1998; Weinert, 2005). Aunque, en estudios posteriores se ha
descrito la presencia de ritmicidad en los fetos de hembras sometidas a
pinealectomia, inclusive esta ritmicidad se sigue conservando en hembras a las
cuales se les removieron las adrenales, paratiroides, tiroides y los ovarios
(Reppert y Schwartz, 1986). Lo cual nos lleva a pensar que la ritmicidad y
coordinacion de los fetos esta dada por multiples sehales provenientes de la
hembra. Es importante recalcar el papel de los nutrientes en el desarrollo de la
ritmicidad de los fetos, ya que en hembras con lesiones de NSQ y sometidas a un
programa de restriccion alimenticia, se encontré que los fetos desarrollan ciclos
circadianos sincronizados con la ingesta de alimento de la madre (Reppert, col.,

1989).

La sincronizacion de los fetos con la madre y con el ambiente es
fundamental, ya que permite la coordinacion de los partos en un momento del dia.
Evidencias cientificas en roedores demuestran que la lesiéon del NSQ materno
elimina la sincronizacién de los partos, causando que estos se distribuyan en una
amplia ventana de tiempo. Esta sincronizacidn madre-cria es mas evidente en
animales altriciales (como el conejo), ya que no solo coordinan la hora del parto,
sino que también influyen el momento en que las crias tienen que salir del nido

para ser alimentadas. Por lo que la sincronizacion con el amamantamiento es
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esencial para la supervivencia de los neonatos (Reppert, col., 1989).

1.3. La Ritmicidad circadiana en conejos en desarrollo

El conejo se considera un modelo experimental que provee grandes
ventajas para el estudio de la ritmicidad circadiana en etapas tempranas del
desarrollo, debido a su singular patrén de amamantamiento, el cual ocurre de
forma circadiana. Este provee una oportunidad especial para estudiar el desarrollo
de la ritmicidad durante las primeras etapas postnatales, sin alterar la relacion

madre-cria (Jilge, col., 2000; 2001; Jilge y Hudson, 2001).

Primeramente, hay que describir que los conejos en vida silvestre son
animales nocturnos, esto quiere decir que inician su actividad al anochecer y
regresan a sus madrigueras al amanecer. Este patron nocturno se observa incluso
en la conducta de amamantamiento, la cual se conserva aun en condiciones de
cautiverio (Jilge y Hudson, 2001). De manera natural la hembra elabora un nido
con pelo y forraje, apartado de la madriguera principal y que solo visita al
momento del parto. Los gazapos al nacimiento presentan los ojos y el canal
auditivo cerrados. Para el dia P7 de vida ya perciben estimulos auditivos y para
los dias P9-10 ya abren completamente los ojos. Cabe destacar que, desde el
nacimiento hasta el destete, la hembra sélo visita una vez cada 24 horas a los
gazapos para alimentarlos por un espacio de 3-5 minutos, durante este lapso, las
crias ingieren en promedio cercano al 35% de su peso corporal. Un factor

relevante es que los gazapos se preparan para la llegada de la hembra,
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aumentando su actividad locomotora y colocandose sobre la cobertura de pelo y
forraje, para evitar perderse el amamantamiento (Jilge, col., 2000; Jilge y Hudson,
2001). Es sobresaliente que desde los primeros dias de nacidos, los gazapos
presentan un patrén de 24 horas en la temperatura corporal y actividad
locomotora, ademas de un componente anticipatorio, que consiste en el aumento
gradual de la temperatura corporal y de la actividad locomotora por encima de la
media de las horas previas al amamantamiento, mostrando su maximo valor
durante éste; y una caida drastica en ambos parametros posteriormente (Fig. 3
panel superior). A pesar de que este patron diurno de temperatura es evidente
desde el primer dia de vida, el ritmo de 24 horas se consolida a partir del dia P4
de edad, mientras que el patrén ritmico en la actividad locomotora es evidente

hasta el 5° dia de edad (Trejo-Mufioz, col., 2012).
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Figura 3. Imagen representativa de la ritmicidad presente en la actividad locomotora
(panel superior) y temperatura corporal (panel inferior) de dos gazapos
representativos durante los dias postnatales P15-P17. La linea vertical (gris) del dia
P15 indica el momento del amamantamiento. Los dias P16-17 los animales no
tuvieron acceso a la hembra lactante. Imagen modificada de Trejo-Mufioz, col., 2012.

Es importante recalcar que este componente anticipatorio en los conejos
neonatos, conserva su ritmicidad de 24 horas (Fig. 3), aun cuando las crias no
tengan acceso a la hembra lactante y que su intensidad se incrementa de manera
significativa conforme a la edad de los gazapos (Trejo-Munoz, col.,, 2012).

Asimismo, la evidencia cientifica demuestra que la presencia de este componente
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anticipatorio no esta regulado por el NSQ, ya que, gazapos neonatos con lesiones
completas del NSQ continuan exhibiendo el componente anticipatorio sincronizado
con el amamantamiento, asi como un ajuste de fase ante el cambio del horario de
amamantamiento e incluso persistencia de ritmicidad en ausencia de sefales
sincronizadoras (Hernandez-Campos, 2013), lo cual es un claro indicador de la
participacion de otros marcapasos u osciladores en la organizacion temporal de

los conejos en desarrollo.

En un estudio reciente realizado en conejos, se encontr6 que el
funcionamiento de la maquinaria molecular del bulbo olfatorio madura de manera
previa a la maquinaria del NSQ, ya que los genes reloj, expresados por ambos
marcapasos (Perl, Bmall y Cryl), exhiben ritmicidad circadiana consolidada en
el BO desde el dia 7 de edad; a diferencia de lo ocurrido en el NSQ donde, a esta
misma edad unicamente presentan ritmicidad de 24 horas los genes Perl y Bmall
(Fig. 4). Estos datos sugieren que durante etapas pre-visuales, la ritmicidad
circadiana puede estar controlada por marcapasos independientes del NSQ, y que
en el caso del conejo, ésta se encuentre regulada por el BO (Montufar-

Chaveznava, col., 2012).
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Figura 4. Curvas comparativas del patrén temporal de los genes reloj Perl, Bmall
y Cryl en el Nucleo Supraquiasmatico (superior) y el Bulbo olfatorio (inferior) de
gazapos de 7 dias de edad (negro) y conejos de 45 dias de edad (gris). Imagen
modificada de Montufar-Chaveznava, col., 2012.

Los conejos neonatos exhiben ritmicidad sincronizada con la madre por
medio de diversas sefiales maternas no-féticas. En etapas tempranas del
desarrollo postnatal, la hembra sigue siendo un potente sincronizador; esta
sincronizacion depende de la etapa de desarrollo de las crias, ya que a mayor
edad se pierde este efecto debido a la maduracion del sistema circadiano de las
crias, sincronizado por la luz (Caldelas, col., 2004; Caldelas, col., 2005).

Adicionalmente, Montufar-Chaveznava y  colaboradores  (2013)
demostraron, en un estudio realizado en gazapos, que las sefales olfativas

maternas son las encargadas de modular el sistema circadiano de los neonatos.
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Tal es el caso del compuesto volatil contenido en la leche de coneja llamado 2-
metilbut-2-enal (2MB-2), que cumple con las caracteristicas de una feromona ya
que participa en el reconocimiento materno por parte del gazapo, y al cual estan
expuestos los neonatos de forma ciclica durante el amamantamiento. En un
estudio reciente se encontrd que la exposicion diaria a la feromona 2MB-2 en los
animales alimentados enteralmente, sincroniza la expresion de los ritmos de
actividad locomotora y temperatura, habiéndose presentado en ambos el
componente anticipatorio previo a la estimulacion olfativa. En contraste, los
animales que no fueron estimulados con la feromona, ni expuestos a la hembra,
presentaron un patrén temporal atipico y la ausencia total del componente
anticipatorio (Montufar-Chaveznava, col., 2013). Es de suma importancia recalcar
que el componente volatil 2MB-2 modula incluso la expresion de las proteinas reloj
PER1, CRY1 y BMALL, asi como de la proteina c-FOS, en el NSQ y en el BO de
conejos neonatos. Esta evidencia sugiere que la exposicion a la feromona materna
funciona como un sincronizador no-fético tanto para el NSQ, como para el BO en

conejos en desarrollo (Trejo-Mufioz, col., 2014).
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a la relevancia funcional del bulbo olfatorio (BO) en la supervivencia
de los conejos neonatos, asi como las caracteristicas funcionales de esta
estructura, como la consolidacidon temprana de la maquinaria molecular encargada
de la generacion de ritmicidad y la respuesta a senales olfativas maternas. Es
posible que durante etapas pre-visuales del desarrollo, este érgano cumpla con un
papel importante en la generacion de los ritmos circadianos. Por lo que resulta
fundamental esclarecer la participacion del BO en la organizacion temporal

circadiana de los conejos en desarrollo.
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IV. HIPOTESIS

El Bulbo olfatorio podria funcionar como un marcapaso circadiano
independiente, por lo tanto la eliminacion total de esta estructura tendra efectos
significativos en la expresidon de los ritmos de temperatura corporal y actividad
locomotora, el control de fase y el mantenimiento de la ritmicidad ausencia total de

sefales sincronizadoras.
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo general

Corroborar la participacion del bulbo olfatorio como un oscilador circadiano,

involucrado en la organizacion temporal de conejos en etapas pre-visuales.

V.2. Objetivos especificos

1. Evidenciar el efecto de las lesiones uni y bilaterales de bulbo olfatorio (BO), en
la expresion de patrones temporales a nivel fisiolégico y conductual bajo la
influencia de sefiales diarias maternas.

2. Evidenciar el efecto de las lesiones uni y bilaterales de BO, sobre el control de
fase en la expresion de patrones temporales a nivel fisiolégico y conductual.

3. Evidenciar el efecto de las lesiones uni y bilaterales de BO, en la expresion de
patrones temporales a nivel fisiolégico y conductual, en ausencia de sefales

ciclicas ambientales.
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VI. METODOLOGIA

El manejo de los animales se realizé con base en la Guia para el Cuidado y
Uso de los Animales de Laboratorio (National Research Council, 1996) y fue
aprobado por el Comité Institucional para Cuidado y Uso de los Animales de
Experimentacion (CICUAE) de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia,
de la UNAM (Protocolo #470) y por la Comision para el Cuidado y Uso de

Animales, del Instituto de Investigaciones Biomédicas (Protocolo #139).

VI.1. Alojamiento

Para la realizacion del presente estudio se utilizaron conejos europeos
domésticos (Oryctolagus cuniculus) de la raza Chinchilla, los cuales fueron
obtenidos de la colonia alojada en el 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 alto), bajo un foto periodo largo (16:8, con
encendido de las luces a las 09:00 am, y apagado a las 01:00 am), con la
temperatura y la humedad relativa controladas, de 20°Ct 2°C y 50-60%
respectivamente, y con acceso ad libitum a dieta estandar para conejos (Conejo

Ganador ® Malta Cleyton, México) y al agua.

Paralelamente, se utilizd una sala independiente para llevar a cabo el
registro de telemetria, ubicada en el mismo Bioterio pero separada de la sala de

alojamiento de las conejas reproductoras. Las condiciones ambientales de dicho
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cuarto fueron similares al cuarto de las reproductoras, con excepcion del
fotoperiodo el cual fue de luz continua (L/L) durante todo el experimento y fue
proporcionada por lamparas de luz blanca halégena (Philips® 32 Watts Alto USA,

860-2210 luxes).

VI1.2. Partos

Los partos fueron programados con un mes de antelacion, se utilizaron de
3-4 conejas gestantes por experimento. Tres dias previos al parto se colocaron
cajas nido (28 x 29.5 x 30 cm) de cloruro de polivinilo (PVC), con un area circular
de 14 cm de diametro, con material de cama y paja estéril. En los casos
necesarios, los partos fueron inducidos con oxitocina (dosis de 0.2-3 Ul/Kg por via

i.m.), con la finalidad de coordinar el nacimiento de las camadas en el mismo dia.

VI1.3. Grupos experimentales

Para la realizacion del experimento se emplearon un total 45 neonatos. El
dia de nacimiento fue considerado como el dia postnatal 0 (P0), cada gazapo fue
pesado y marcado en las orejas mediante muesqueo para su identificacion
durante todo el experimento. Las camadas fueron ajustadas a 8 crias cada una
para el amamantamiento y posteriormente se asignaron a uno de los siguientes
grupos experimentales:

+ Conejos intactos (INT),

+ Conejos intactos con alimentacion enteral (INT+ENTERAL),
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* Conejos Sham o Lesiones Falsas (SHAM) a los cuales se les realizd la
manipulacion de la cirugia, sin extirparles tejido alguno,

» Conejos con lesiones unilaterales de bulbo olfatorio (OBx-UNI) a los cuales
les fue extirpado solamente un BO,

» Conejos con lesiones bilaterales de bulbo olfatorio (OBx-BI) a los cuales les
fueron extirpados ambos BO.

Posteriormente a su asignacion, los gazapos se colocaron en cajas de
acrilico en grupos de 3-5 animales con peso similar y se mantuvieron en el cuarto
de registro, destacando que unicamente un animal por caja fue sometido a los
siguientes procedimientos quirurgicos.

Se excluyeron del experimento los animales con lesiones incompletas, asi

como los que no culminaron los 16 dias de experimentacion.

VIi.4. Cirugias

A los animales correspondientes a los grupos INT e INT+ENTERAL fueron
sometidos Unicamente a la cirugia para la implantacién de un sensor de telemetria
dentro de la cavidad abdominal en el dia P3. Los individuos correspondientes a los
demas grupos (OBx-UNI, OBx-Bl y SHAM) se les realizaron ambas cirugias;

implantacion de sensor y la lesion del bulbo olfatorio; en esta misma edad.

V1.4.1 Implantacion del sensor de telemetria

La cirugia para la implantacién del sensor de telemetria fue llevada a cabo

bajo condiciones asépticas en el dia P3, de manera previa a la lesion del bulbo
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olfatorio. Los gazapos fueron colocados decubito dorsal sobre un tapete térmico,
se utilizd Isoflurano (Sofloran Vet®, Pisa Agropecuaria, México) mediante un
aparato de anestesia inhalada (VetEquip®, Within US, USA). Se desinfectd el
abdomen del neonato y posteriormente sobre el plano transversal lateral a la
cicatriz umbilical se realiz6 una incision de 1 cm aproximadamente. Fueron
seccionados los planos de piel, muscular y peritoneo. Al interior de la cavidad
abdominal fue colocado el transmisor de telemetria de 1.55 x 0.65 cm, con un
peso de 1.1 g, (G2 E- Mitter®, VitalView System, MiniMetter Resironics Inc. USA).
Posteriormente fueron suturados los planos muscular y cutaneo con material de

seda (calibre 000).

VI1.4.2. Bulbectomias

Posterior a la cirugia de implantacion del sensor de telemetria, se lesiono
de manera uni o bilateral el BO, bajo condiciones de asepsia. Los animales fueron
colocados en decubito ventral sobre el tapete térmico y se mantuvieron bajo
anestesia con Isoflurano (Sofloran Vet®, Pisa Agropecuaria) mediante un aparato
de anestesia inhalada (VetEquip®, Within US, USA). Se desinfectd la cabeza del
gazapo y realizd una incision sobre la piel de 1.5 cm aproximadamente sobre la
linea media, con ayuda de un taladro de mano se realizé un trépano (0.5 x 0.5 cm)
en la region rostral del craneo en la convergencia de los senos venosos, para
exponer los bulbos olfatorios. En los animales del grupo SHAM, en esta etapa se
cerrd el trépano con ayuda de esponja estéril (Gelfoam®, Baxter, USA) y la piel

fue suturada con material de seda (Calibre 000). En el caso de los neonatos de los



27

grupos con lesiones OBx-UNI, OBx-Bl, con ayuda de un microscopio
estereoscopico (Zeiss®, Stemi 2000-C, Alemania) se incidieron los bordes del BO
con el bisturi; posteriormente se extirpé uno o ambos bulbos olfatorios mediante
aspiracion, usando una pipeta fina (diametro interno: 0.5 mm), la cual fue
introducida hasta la fisura rinal, evitando danar la region rostral de los lébulos
frontales y removiendo en su totalidad uno o ambos bulbos olfatorios. Al final del
procedimiento, el trépano fue cerrado con ayuda de una esponja estéril
(Gelfoam®, Baxter, USA) y la piel fue suturada con material de seda (Calibre 000).
Finalmente, los conejos se medicaron con 2.2 mg/Kg de meglumina de flunixin
(Napzin®, Pisa Agropecuaria, México) via subcutanea y 5 mg/Kg de Enrofloxacina
al 5% (Enroxil 5%®, Senosiain, México), dosis Unica.

Los animales sometidos a dichas manipulaciones se dejaron en
recuperacion durante 2 horas, posteriormente fueron regresados al cuarto de
registro para iniciar con el monitoreo de la actividad locomotora y de la

temperatura corporal.

VL.5. Registro de la temperatura corporal y de la actividad

locomotora

Cada grupo fue colocado sobre un receptor de telemetria (ER-4000
Energizer Receiver®, MiniMitter Respironics Inc., USA), en cajas de acrilico con
aproximadamente 3 cm de granulina (Argo®, México) como material de cama.

Para el registro de la actividad locomotora y de temperatura corporal, se

utilizé el programa de telemetria VitalView (Respironics®, MiniMitter Inc., USA), el
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cual almacen6 a intervalos de 2 minutos el movimiento y los cambios de
temperatura de cada transmisor implantado en los animales. Los datos obtenidos
correspondientes al dia P2 hasta P16, fueron guardados en un archivo que al final

del protocolo fueron filtrados y analizados.

VI.6. Amamantamiento y alimentacion enteral

En el dia del parto (P0), los neonatos tuvieron acceso a la hembra lactante
durante 6 horas. Posteriormente se colocé una barrera metalica para evitar el
acceso de la hembra al nido. Los animales fueron alimentados en el siguiente
horario (Fig. 5):

e Del dia P1 y hasta P8, los gazapos fueron trasladados de la sala de

registro al cuarto de las hembras lactantes para que fueran alimentados a

las 11:00 h. Los conejos neonatos se colocaron en cajas nido en camadas

de 8 animales cada una y se retird la barrera metalica permitiendo el
acceso de las hembras. Posteriormente los gazapos fueron retirados del
nido y regresados al cuarto de registro.

e A partir del dia P9 y hasta P13, los animales recibieron el mismo

manejo, con excepcion de la hora de amamantamiento, la cual se retrasé a

las 17:00 h.

e Posterior a la alimentacién del dia P13, s6lo se regresaron a las
cajas el animal en estudio y un acompanante; después las cajas fueron

tapadas con tela de gasa.
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e Los animales en estudio y el acompafante fueron sometidos a
ayuno, (no tuvieron acceso a la hembra lactante) durante los dias P14 y
P15. Durante este periodo se prohibié el acceso al cuarto, con la finalidad
de corroborar la presencia de ritmicidad en ausencia total de estimulos

ambientales.

dia postnatal 24 horas

PO

P1

Segmentos

P2

P3

Cirugias (Sensor y Bulbectomia)

P4

P5

Amamantamiento 11:00

P&

P7

Amamantamiento 17:00

P3

P9

Dias de ayuno

P10

P11

W []

Sacrificio

P12

P13

P14

P15

6 10 14 18 22 2 6

Horas del dia

Figura 5. Esquema representativo del protocolo de alimentacion y
amamantamiento. Los numeros inferiores indican en horas el transcurso del
dia. La barra vertical indica la edad en dias de los gazapos. Las barras internas
coloreadas indican la hora de amamantamiento y el manejo que se les dio a los
animales.
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Cabe destacar que los animales con lesion bilateral del BO se colocaron en
el nido con la hembra lactante de manera normal para que recibieran la
estimulacion materna, se retiraron del nido y fueron alimentados enteralmente con
una canula acoplada a una jeringa de 20 ml y a una aguja de 16G. Debido a que
los animales con lesion bilateral del BO son incapaces de reconocer las sefales
quimicas volatiles de la madre (2MB-2), por lo tanto son incapaces de orientarse
hacia a la hembra lactante o asir el pezon y alimentarse adecuadamente. Esto se
corrobord al pesarlos antes y después de sacarlos del nido y observar que no

habia un aumento de peso, con respecto al peso inicial.

Para llevar a cabo la alimentacion enteral, los gazapos fueron inmovilizados
de manera cuidadosa, manteniendo el cuerpo y la cabeza de manera vertical, les
fue introducida la canula a través del hocico hasta llegar al estbmago, y la férmula
lactea fue administrada lentamente. Inicialmente, en P4, los animales fueron
alimentados con 7-10 ml de férmula, la cantidad fue incrementandose de forma
gradual (aproximadamente 2 ml diario, tomando en cuenta la talla del animal y la
distension abdominal) hasta 24 ml en P13. Inmediatamente fueron regresados a

sus cajas y trasladados al cuarto de registro.

La formula Lactea (Anexo A) con la que fueron alimentados los gazapos por
via enteral, se obtuvo a partir de reportes previos sobre la composicidon natural de
la leche de coneja (Anexo B). Cabe destacar que dicho método de alimentacién se
ha empleado exitosamente en estudios previos en nuestro grupo de investigacion

(Montufar-Chaveznava, col., 2013; Trejo-Munoz, col., 2014).
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Los animales del grupo INT+ENTERAL, a partir de P4 fueron colocados en
una caja nido con una hembra no lactante durante 5 minutos, a la cual le fue
impregnado el abdomen con 20 ul de 2-metilbut-2-enal (2MB-2), posteriormente
fueron alimentados por via enteral con formula lactea usando el procedimiento

descrito anteriormente. Al finalizar fueron regresados al cuarto de registro.

Todos los animales fueron pesados diario, antes y después de la
alimentacién enteral y amamantamiento; con la finalidad de eliminar el peso de la
orina, para esto se hizo orinar a los gazapos estimulando la zona urogenital

gentilmente con un hisopo humedo.

VI.7. Analisis histologico

Este procedimiento se realiz6 para poder corroborar la totalidad de las
lesiones realizadas. Para lo cual, los animales fueron sometidos a eutanasia en el
dia P16 con sobredosis de Pentobarbital (Pisabental®, Pisa Agropecuaria, México)
por via Intraperotineal. Se extrajo el sensor de la cavidad abdominal,
posteriormente se procedid a la decapitacidon de los animales y se extrajo el
cerebro. Se colocé en solucion de 2-Metilbutano (J. T. Baker®, USA) a una
temperatura de -50° C para congelarlo, después se realizaron cortes sagitales de
50 uym en un criostato, de manera individual cada hemisferio, tomando como
referencia las secciones mas mediales al cuerpo calloso. Los cortes obtenidos
fueron montados individualmente en laminillas gelatinizadas, de tal manera que se
formaron juegos de 5 laminillas para cada hemisferio cerebral. Posteriormente, las

laminillas obtenidas fueron tefiidas por medio de la tincion de Nissl. Finalmente, se
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obtuvieron imagenes de la lesion a través de una camara Réflex EOS Rebel T2i
(Canon®, USA), montada en un microscopio estereoscopico Carls Zeiss Stemi

2000-C (Carl Zeiss®, Alemania).

VI.8. Analisis de datos

Las series de tiempo obtenidas para la temperatura corporal y la actividad
locomotora fueron divididas en 3 segmentos y analizadas individualmente. El
primer segmento de tiempo se tomé a partir del dia P4 al dia P9, debido a que en
dias anteriores a P4 la ritmicidad en el periodo correspondiente a 24 horas no esta
consolidada (Caldelas et al., 2009). El segundo segmento que abarca del dia P10
al dia P13, correspondiente al cambio de fase. El tercer segmento corresponde a
los dias P14 a P15, en los cuales los animales no tuvieron acceso a la hembra

lactante.

El analisis de la ritmicidad en la temperatura corporal se llevé a cabo de la
siguiente manera:

1. Para eliminar la tendencia natural de incremento de la temperatura durante el
desarrollo, los datos originales de las series de tiempo fueron ajustados a una
linea recta (y=mx+b) a través del método de minimos cuadrados, con lo cual se
obtuvieron un nuevo conjunto de datos para cada segmento.

2. Para eliminar el ruido (componentes irregulares) de los nuevos datos de
temperatura corporal, se aplicé el algoritmo de Wave-Shrink. El cual consiste

en aplicar la transformada de Ascombe para trasladar los datos de una
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distribucién de Poisson a una distribucién de Gaussian, con lo cual los datos
adquieren una distribucion estandar; después, se empleé la transformada de
ondeletas Daubchies-8, el cual remueve los coeficientes relacionados al ruido.
Finalmente, se le aplica la transformada de ondeletas inversa para obtener una
nueva serie de datos libres de ruido, para cada segmento (Trejo-Munoz, et al.,
2012).

Asimismo, a los datos originales se les aplicé la Transformada rapida de
Fourier (TRF) con lo cual se obtuvieron los componentes de 24 horas, la
amplitud, la frecuencia y la fase de cada componente presente en la serie de
datos de cada uno de los segmentos. Fueron seleccionados los primeros 30
componentes correspondientes a cada segmento que tuvieran un valor de
energia alto (Trejo-Mufoz, et al., 2012).

Adicionalmente, fueron calculados los valores correspondientes a la acrofase y
el nadir presentes en la secuencia. Para lo cual se construyé una secuencia
con los datos positivos espaciados por 24 horas a partir de los datos maximos
y una secuencia con los datos negativos, con las mismas caracteristicas. Los
valores maximos y minimos correspondientes se obtuvieron a partir de la
primer y segunda derivada. La secuencia de los pulsos fueron alineadas vy

desplazados en las series de datos para determinar los valores de la acrofase

y el nadir, que correspondieron a la posicion p, donde p=|2ni=1xm|, donde x;

es el dato y Y; es el pulso en la secuencia (Trejo-Mufioz, et al., 2012).
Finalmente, la duracion y la intensidad del componente anticipatorio fueron

calculados. Para lo cual, se define a la anticipacion como el incremento
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constante de la temperatura por sobre la media a lo largo de un periodo de
tiempo. Para su calculo, se utilizaron los datos correspondientes a las 5 horas
anteriores al evento del amamantamiento de cada secuencia de datos de 24
horas, para determinar en qué momento comenzé el incremento y el término
(duracion), asi como la diferencia entre los valores maximo y minimo de cada
secuencia (amplitud). Se definieron cuatro casos diferentes de acuerdo al
analisis de los datos en relacién a la media: 1) El incremento cruza la media. 2)
El incremento no cruza la media. 3) El incremento fue sobre la media. 4) No se
presenté incremento. Unicamente los casos 1 y 3 se consideraron como

anticipacion.

Con la finalidad de analizar el ajuste de los animales al cambio de fase
(retraso en el amamantamiento), se identificaron los dias que tardaron en alcanzar

un estado estable los ritmos de temperatura corporal y actividad locomotora.

El procesamiento de los datos de la actividad locomotora fue el mismo que
para la temperatura corporal, pero el ajuste de los datos fue omitido ya que la
actividad locomotora no exhibe la misma tendencia que la temperatura corporal
durante el desarrollo. Adicionalmente, para la eliminacién del ruido en la serie de
datos, se utilizd6 el método de Savitzky-Golay, en lugar del método de Wave-
Shrink, para preservar ciertos detalles en los datos, es decir, los picos maximos y
minimos (Trejo-Mufoz, col., 2012).

Los promedios y el error estandar se calcularon para los datos diarios de

temperatura corporal y actividad locomotora, acrofase, intensidad y duracién del
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componente anticipatorio. Las diferencias asociadas con los segmentos fueron
evaluados usando un ANOVA de dos vias, seguidas de una prueba de

Bonferroni/Dunn.
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VII. RESULTADOS

VII.1. Analisis histolégico

Con la finalidad de corroborar la eficacia de la lesion, se realizé la
inspeccidon macroscopica de los cerebros para confirmar la ausencia de uno (OBx-
UNI) o ambos bulbos olfatorios (OBx-Bl; Fig. 6, panel superior), asi como, verificar
la integridad de las areas del cerebro adyacentes a la zona de la lesion.
Posteriormente se realizaron cortes histolégicos, los cuales fueron expuestos con
la tincidn de Nissl, ya que esta permite observar los arreglos de neuronas en las
diferentes capas de los bulbos olfatorios. Esto con la finalidad de ratificar a nivel
microscopico la ausencia total de tejido o remanentes pertenecientes al BO (Fig. 6,
panel inferior), ya que soélo los animales con lesiones completas fueron
considerados dentro del grupo experimental. Del total de animales lesionados
bilateralmente (OBx-Bl n=10), unicamente dos resultaron con lesiones incompletas
de BO vy fueron excluidos del experimento. Mientras que en los animales

pertenecientes al grupo unilateral todos tuvieron lesiones completas.
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INT+ENT

Figura 6. Imagenes representativas de los cerebros (panel superior) de los conejos neonatos de 16 dias de
edad del grupo control (INT), controles alimentados enteralmente (INT+ENT), con lesiones falsas (SHAM), con
lesion unilateral del bulbo olfatorio (OBx-UNI) y con lesiones completas del bulbo olfatorio (OBx-Bl). Cortes
histolégicos de los hemisferios derecho (panel medio) e izquierdo (panel inferior) de los cerebros tefidos con la
tincién de Nissl correspondientes a cada grupo.



38

VIl.2. Peso corporal

Con la finalidad de establecer el estado nutricional de los gazapos, durante
el desarrollo del experimento, se registro diariamente el peso corporal de cada uno
de los sujetos en los cinco grupos de estudio. El analisis de varianza revel6 un
efecto significativo asociado a la edad, al grupo y la interaccion (Edad: F (13468)=
114.9, p= <0.0001; Grupo: F (4468= 30.5,1 p= <0.0001; Interaccion: F (52 468= 2.6,
p= <0.0001). En el dia P4 los animales del grupo INT exhibieron un peso promedio
de 71.91415.8; los pertenecientes al grupo INT+ENT 80.0+13.4; los animales
SHAM 66.218.5; los gazapos OBx-UNI 69.4+12.1 y 67.5+18.3 para los gazapos
OBx-BI; es importante destacar que a esta edad no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos. Se encontré un incremento significativo del peso de
los animales de los diferentes grupos, conforme a la edad, de forma que para el
dia P13 los animales del grupo INT alcanzaron un peso de 185.1+44.3 gramos, el
grupo INT+ENT alcanzé un peso de 130%+20.7 gramos; el grupo SHAM
162.4+10.3; los del grupo OBx-UNI 175.7+24.4; mientras que el grupo OBx-BI
alcanzoé un peso de 117.1+23.1 gramos (Fig. 7). El analisis post hoc revel6 que los
animales pertenecientes al grupo OBx-Bl alcanzaron un peso significativamente
inferior a los registrados por los animales INT, SHAM y OBx-UNI, durante los dias
P10-13. De manera similar los animales del grupo INT+ENT mostraron un menor
peso en comparaciéon con los animales INT, SHAM, OBx-UNI durante los dias

P11-13 (Fig. 7).
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Figura 7. Peso corporal diario de los gazapos control (INT: circulos azules n=8; INT+ENT: circulos verdes n=8); con lesiones
falsas (SHAM: triangulos azules n=8) y de los animales con lesiones del bulbo olfatorio (OBx-UNI: rombos cafés n=8; OBx-BlI:

cuadros rojos n=8), durante los dias que duré el experimento. * Indica diferencia significativa en comparacién con el grupo
INT. * Indica diferencia significativa con el grupo SHAM. ¥ Indica diferencia significativa en comparacién con los animales

OBx-UNI. Los valores se expresan como x+EE.
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VIL.3. Ingesta de leche

Con la finalidad de analizar la ingesta correcta de los gazapos, se calculo el
porcentaje del peso corporal correspondiente a la cantidad de alimento ingerida
durante el desarrollo del experimento. El andlisis de varianza mostré un efecto
significativo, tanto entre los grupos, como por la edad de los animales (Edad: F
(11,404= 29.0, p= <0.0001; Grupo: F (4404= 3.5, p=0.008; Interaccion: F (44,404)=
0.8, p= NS). En el caso de P4 la ingesta promedio de los animales INT fue del
20.7% en relacion con su peso corporal; 13.9% para los animales INT+ENT;
14.4% para los pertenecientes al grupo SHAM; 18% para el grupo OBx-UNI y
18.4% para los animales OBx-Bl. Conforme a la edad de los gazapos la
ingesta de alimento se incrementd de manera significativa. En lo referente a la
relacion ingesta/peso para el dia P13 de edad, es decir, en el dia previo al
ayuno la ingesta fue de 14.1% para los INT; 18.4% para los animales del grupo
INT+ENT; 16.1% para los SHAM; 17% para los pertenecientes al grupo OBx-

UNI y de 19.9% para los gazapos OBx-BI.
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VIl.4. Temperatura corporal

Vil.4.1 Temperatura corporal diaria

En el promedio diario de la temperatura corporal registrado en los gazapos
de los dias P4 a P15, el analisis de varianza revel6 un efecto significativo asociado
al grupo y a la edad (Edad: F (11418= 21.5, p= <0.0001; Grupo: F 4418= 10.6, p=
<0.0001; Interaccion F (4418= 1.4, p= NS). Observamos que la temperatura
corporal de los animales de todos los grupos bajo estudio, se incrementa de forma
significativa conforme avanzan en edad (Fig. 8). Es importante recalcar, que al
inicio del experimento (Fig. 8), la temperatura corporal de los animales de los
diferentes grupos fue similar (INT 37.7+0.4°C; INT+ENT 37.910.2°; SHAM
37.6+£0.5°C; OBx-UNI 37.9+0.3°C y OBx-Bl 37.6+0.5°C). Para el dia
correspondiente al cambio de fase (P9), la temperatura corporal de los animales
pertenecientes a los grupos INT, INT+ENT, SHAM y OBx-UNI fue similar
(38.4+0.3°C, 38.2+0.2°C, 38.2+0.3°C, 38.3+£0.1°C; respectivamente); mientras que
los gazapos OBx-Bl presentaron una ligera disminucion alcanzando valores de
37.8£0.2°C. Al finalizar el experimento en P15, la temperatura corporal de los
animales pertenecientes a los grupos INT, INT+ENT, SHAM y OBx-UNI fue
semejante (38.4+0.3°C, 37.9x£0.5°C, 38.310.3°C, 38.4+0.2°C; respectivamente);
mientras que para los animales del grupo OBx-Bl los valores de temperatura
fueron de 37.7+0.5°C; siendo esta una temperatura corporal significativamente
menor a la registrada por los animales de los grupos INT y OBx-UNI, para esta

misma edad.
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Figura 8. Promedio diario de la temperatura corporal del dia 4 al 15 de edad postnatal de los conejos pertenecientes a los
grupos Intacto (INT: circulos azules n=8); intactos alimentados enteralmente (INT+ENT: circulos verdes n=8); con lesiones
falsas (SHAM: triangulos azules n=8) y con lesion unilateral (UNI: rombos cafés n=8) y bilateral (Bl: cuadros rojos n=8) de bulbo
OLFATORIO. * Indica diferencia significativa en comparacién con el grupo INT. # Indica diferencia significativa en
comparacion con los animales OBx-UNI (p=<0.0001) los valores se expresan como x +EE.
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VIl.4.2. Patréon temporal de la temperatura corporal

En lo que se refiere al patron diario de la temperatura, los animales
correspondientes a los grupos INT, INT+ENT, SHAM y OBx-UNI (Fig. 9 y 10),
mostraron un patron diurno tipico a partir del dia P4 de edad, con un claro
componente anticipatorio previo a la hora del amamantamiento. Ante el retraso en
el horario de acceso a la hembra lactante, pasados los ciclos transitorios, se
observo el ajuste en la fase del ritmo de temperatura corporal de acuerdo con el
nuevo horario de amamantamiento. Finalmente, en los dias en el que no tuvieron
acceso a la hembra lactante, el patrén diario de la temperatura corporal persistio
sin atenuacion (Fig. 9 y 10). En lo correspondiente a los animales pertenecientes
al grupo OBx-Bl se observaron cambios en el patron temporal de la temperatura
corporal, tanto en el componente anticipatorio, ante el retraso de fase en el horario
de amamantamiento, asi como bajo condiciones de ausencia total de la sefal

ambiental sincronizadora, como se detallara a continuacion (Fig. 9 y 10).
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Figura 9. Patron diario de la temperatura corporal de los dias 4-15 de edad postnatal de un conejo representativo, de los
grupos: Intacto (INT), Intactos alimentados enteralmente (INT+ENT), con lesiones falsas (SHAM), con lesién unilateral
(UNI) y bilateral (BI) de bulbo olfatorio. La barra roja vertical indica la hora del amamantamiento.

Figura 10. Promedio diario por grupo de la temperatura corporal basal (P8), ante el retraso de 6 horas en la fase en el horario
del amamantamiento (-A®) y en ausencia de acceso a la hembra lactante (Sin ¢); de los conejos pertenecientes a los grupos:
Intacto (INT n=8), Intactos alimentados enteralmente (INT+ENT n=8), con lesiones falsas (SHAM n=8), con lesién unilateral
(UNI n=8) y bilateral (Bl n=8) de bulbo olfatorio. La barra roja vertical indica el momento en el que tuvo lugar la alimentacion de
los gazapos. Los valores se expresan como x + EE.
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VIl.4.3. Andlisis de frecuencias

En las series de tiempo obtenidas, al analizar el primer segmento
(correspondiente a los dias P4-8), se encontré que el 63-88% de los animales
pertenecientes a los grupos INT, INT+ENT, SHAM y OBx-Bl, la frecuencia de 24
horas, estuvo presente dentro de las tres primeras frecuencias con mayor
presencia en la serie de tiempo. Mientras que para los animales del grupo OBx-
UNI, la frecuencia de 24 horas solo estuvo presente en el 38% de los casos.

En el caso del segundo segmento (correspondiente al cambio de fase; P9-
13), entre el 88-100% de los animales de los grupos INT, SHAM, OBx-UNI
presentaron la frecuencia de 24 horas, dentro de las tres frecuencias de mayor
presencia en la serie de tiempo. En el caso de los grupos INT+ENT y OBx-Bl, solo
el 63% de los casos presentaron la frecuencia de 24 horas.

En el caso del tercer segmento (correspondiente a los dias de ayuno P14-
15), los grupos INT, INT+ENT, OBx-UNI la frecuencia de 24 horas fue la de mayor
presencia en la serie de tiempo en el 88-100% de los animales. Adicionalmente la
frecuencia de 24 horas representé del 19-20% del total de las frecuencias que
conformaron la serie; las frecuencias de 13-23 horas representaron el 6%, las
frecuencias de 7-12 horas, representaron el 12-14%; y las frecuencias menores a
6 horas, representaron del 59-62% del total de frecuencias presentes en la sefial.
Mientras que en el grupo OBx-Bl la frecuencia de 24 horas fue la de mayor
presencia en la serie de tiempo en el 75% de los animales del grupo. Ademas esta
frecuencia representd el 16% del total de las frecuencias que conforman la serie;
las frecuencias de 13-23 horas representaron el 5%, las frecuencias de 7-12 horas

representaron el 15%; y las frecuencias menores a 6 horas, representaron el 61%
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del total de los casos, por lo que hubo un decremento de la frecuencia circadiana y

un incremento en las frecuencias ultradianas.

VIl.4.4. Control de fase

En lo que se refiere a la hora en la que se presentd la maxima y minima
temperatura corporal (Fig. 11). En el primer segmento (P4-8), encontramos que en
los animales del grupo INT estas ocurrieron a las 14.1£0.9 y 12.5+0.5 horas
respectivamente; en los animales del grupo INT+ENT a las 14.8+0.8 y 13.2+0.6
horas respectivamente; en los gazapos del grupo SHAM a las 13.8+0.9 y 13.8+0.9
horas; en el grupo OBx-UNI a las 15.8+1.2 y 13+0.6 horas respectivamente.
Mientras que en los animales del grupo OBx-Bl se presentaron a las 16.8+0.9 y
12.240.5 horas.

En relacion al retraso en el horario del amamantamiento (P9-13), se
observo que los animales pertenecientes a los grupos INT, INT+ENT, SHAM y
OBx-UNI mostraron un retraso en la acrofase del ritmo de temperatura corporal, el
cual coincidié con el nuevo horario del amamantamiento, para lo cual requirieron
en promedio 1.6 dias para ajustarse (Fig. 11). De manera general los animales a
partir del dia P11 alcanzaron un estado estable en la nueva fase del ritmo de
temperatura corporal (Fig. 11). La acrofase y el nadir del ritmo de la temperatura
corporal después del cambio en el horario, se presentaron en los siguientes
momentos del ciclo: en los animales del grupo INT ocurrié 16.1+£0.7 y 19.31£0.5
horas respectivamente; para los animales del grupo INT+ENT la acrofase y el
nadir ocurrieron 17.6£0.8 y 17.4+0.3 horas respectivamente; para los animales del

grupo SHAM ocurrieron 15.1+3 y 18+£0.5 horas respectivamente; para los animales
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del el grupo OBx-UNI ocurrieron a las 15.7+0.6 y 17.8+0.5 horas. En contraste, en
los animales del grupo OBx-Bl se observé una clara deficiencia en el control de
fase, ya que, 6 de los gazapos requirieron 2.6 ciclos para que se ajustara el ritmo
de temperatura al nuevo horario del amamantamiento. Ademas de que en 1 sujeto
de este grupo, el ritmo de la temperatura corporal no se ajustd a la nueva fase de
amamantamiento. En lo que se refiere a la acrofase y el nadir del ritmo de
temperatura, posterior al cambio de horario, estos ocurrieron a las 19.2+1.1 y
17.7+0.3 (Fig.11).

En los dias correspondientes al ayuno (P14-15) el acrofase y nadir de la
temperatura (Fig. 11) ocurrieron: en el grupo INT a las 19.3+0.9 y 11.3+1.8 horas;
para los animales del grupo INT+ENT ocurrieron 18.8+1.2 y 12.7+1.8 horas; para
el grupo SHAM ocurrieron 17.5£0.5 y 11.8+1.8 horas respectivamente; para los
gazapos del grupo OBx-UNI ocurrieron 19+0.9 y 17.3+2.4 horas respectivamente.
Mientras que para los animales del grupo OBx-BI la acrofase y el nadir ocurrieron

16.2+1.6 y 14.92.5 horas (Fig. 11).
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Figura 11. Promedio diario de la acrofase y nadir de la temperatura corporal de los dias 4 a 15 de edad postnatal de los
conejos pertenecientes a los grupos: Intacto (INT n=8), Intactos alimentados enteralmente (INT+ENT n=8), con lesiones falsas
(SHAM n=8), con lesion unilateral (UNI n=8) y bilateral (Bl n=8) de bulbo olfatorio. La barra vertical indica el momento de la

alimentacion. Los valores se expresan como x+EE.
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VIl.4.5. Duracion de la anticipacion

En lo que se refiere a la duracion del incremento anticipatorio de la
temperatura corporal (Fig. 12), el andlisis de varianza mostré un efecto
significativo asociado al grupo y a la edad de los animales (Grupo: F (4415= 12.6,
p= <0.0001; Edad: F (11415= 13.1, p=<0.0001; Interaccion: F (s 415= 1.3, p= NS).
En el primer segmento (P4-8 de edad) observamos que la duracion de la
anticipacion tuvo valores similares en los grupos INT; INT+ENT; SHAM y OBxUNI
(164.1£13, 142.7+12.1, 170.5£11.9, 140.6+x13.9 minutos, respectivamente). En
contraste los animales del grupo OBx-Bl presentaron una duracién de la
anticipacion significativamente menos alcanzando valores de 76.5£10.2 minutos
(Fig. 12). Con respecto al cambio de la hora del amamantamiento (P9-13 de
edad), la duracion del incremento anticipatorio de la temperatura corporal fueron
similares para los grupos INT, INT+ENT, SHAM y OBx-UNI (142.6+15.6,
148.3+14.2, 151.9£15.1, 151.4£12.6 minutos, respectivamente); mientras que para
los animales OBx-BIl la duraciéon fue inferior, alcanzando valores de 102.4+14.5
minutos. En los dias que los animales no tuvieron acceso a la hembra lactante
(P14-15), la duracién del incremento anticipatorio no mostré cambios significativos
en los grupos INT, INT+ENT, SHAM y OBx-UNI (140+£14.02, 117.3+18.4,
121.1£14.8, 136.5+14.6 minutos, respectivamente); en los gazapos del grupo
OBx-Bl la duracion de la anticipacion fue inferior a estos, mostrando valores de

99.8+19.2 minutos (Fig. 12).
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Figura 12. Grafica del promedio de la duracién del incremento anticipatorio de la
temperatura corporal de los gazapos pertenecientes a los grupos Intacto (INT n=8);
Intactos alimentados enteralmente (INT+ENT n=8); con lesiones falsas (SHAM n=8) y de
los animales lesionados unilateral (UNI n=8) y bilateral (Bl: n=8) de bulbo olfatorio. Los
promedios fueron analizados por segmentos el primer segmento corresponde a los dias
P4-8, el segundo segmento P9-13 y el tercer segmento P14-15. Los valores se expresan
como x+EE. *** indica diferencia significativa entre OBx-Bl y los grupos INT, INT+ENT,
SHAM y OBx-UNI p= <0.0001.

VIl.4.5. Intensidad de la anticipaciéon
En lo referente a la intensidad del incremento anticipatorio en la
temperatura corporal (Fig. 13), el analisis de varianza, mostré diferencias
significativas relacionadas al grupo y a la edad (Grupo: F 4417)= 12.6, p= <0.0001;

Edad: F (11417= 11.1, p=<0.0001; Interaccion: F (44417)= 1.1, p= NS). La intensidad

en la anticipacibn mostré una ligera tendencia a disminuir con la edad,
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exclusivamente en los animales de los grupos INT y OBx-UNI, mientras que en los
demas grupos esta permanecié constante (Fig. 13). En el primer segmento (P4-8
de edad), observamos que el incremento anticipatorio de la temperatura corporal
fue similar en los animales pertenecientes a los grupos INT, INT+ENT, SHAM,
OBx-UNI (0.384+0.03°C, 0.36+0.03°C, 0.4+0.03°C, 0.35+0.04°C, respectivamente).
En contraste los gazapos pertenecientes al grupo OBx-Bl presentaron una
disminucioén significativa en la intensidad de la anticipacién, mostrando valores de
0.191£0.03°C (Fig. 13). Con respecto al cambio en el horario de la alimentacién
(P9-13 de edad), el incremento anticipatorio en la temperatura corporal mostro
valores similares a los observados en el primer segmento para los animales
pertenecientes a los grupos INT, INT+ENT, SHAM, OBx-UNI (0.3x0.03°C,
0.37£0.03°C, 0.331£0.03°C, 0.33+0.03°C, respectivamente). En contraste, los
animales del grupo OBx-Bl los valores de la intensidad de la anticipacién fueron de
0.22+0.03° (Fig. 13). En los dias en los que los animales no tuvieron acceso a la
hembra lactante (P14-15 de edad), el incremento anticipatorio en la temperatura
corporal no mostré6 cambios significativos en los grupos INT, INT+ENT, SHAM y
OBx-UNI (0.28+0.03°C, 0.36+0.04°C, 0.31+0.04°C, 0.27+0.2°C respectivamente).
No obstante los animales del grupo en los que se lesiond bilateralmente el bulbo
olfatorio, el incremento anticipatorio de l|la temperatura corporal fue de

0.24+0.04°C, por encima de la temperatura promedio (Fig. 13).
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Figura 13. Gréfica del promedio de la intensidad de la anticipacion de la temperatura
corporal de los gazapos pertenecientes a los grupos Intacto (INT n=8); intactos
alimentados enteralmente (INT+ENT n=8); con lesiones falsas (SHAM n=8) y de los
animales lesionados unilateral (UNI n=8) y bilateral (Bl: n=8) de bulbo olfatorio. Los
promedios fueron analizados por segmentos el primer segmento corresponde a los dias
P4-8, el segundo segmento P9-13 y el tercer segmento P14-15. Los valores se expresan
como x+EE. *** indica diferencia significativa entre OBx-Bl y los grupos INT (p=.0004)
SHAM (p= <.0001) y OBx-UNI (p=.0006)
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VIIL.5. Actividad locomotora

VII.5.1 Actividad locomotora diaria

En el promedio diario de la actividad locomotora registrado de los dias P4 a
P15 en los gazapos, el andlisis de varianza revel6 un efecto significativo asociado
al grupo y a la edad (Grupo: F 4411)= 4.3, p= 0.001; Edad: F (11411)= 21.7, p=
<0.0001; Interaccion F (44,411)= 0.6, p= NS). Observamos una tendencia natural en
la que la actividad locomotora disminuyé conforme avanza la edad de los animales
(Fig. 17). Es importante mencionar que al inicio del experimento (P4) la actividad
locomotora de los diferentes grupos fue similar (INT 19.6+0.8; INT+ENT 16.8+1.3;
SHAM 19.1+1.07; OBx-UNI 19.5+1.1 y OBx-Bl 18.31£2.2, movimientos/2 minutos).
Para el dia correspondiente al cambio de fase (P9) la actividad locomotora de los
animales pertenecientes a los grupos INT, INT+ENT, SHAM y OBx-UNI fue similar
(13.7+0.6, 14.2£1.02, 12.4+0.7, 14.6%£1.3, movimientos/2 minutos); mientras que
para los gazapos OBx-Bl la actividad locomotora fue ligeramente inferior,
mostrando valores de 11.9+£0.9 movimientos/2 minutos. Al finalizar el experimento
(Fig. 17), todos los grupos obtuvieron valores de actividad similares (11.4+1.1,

10.2+0.5, 12.31£1.2, 12.5+1.04 y 13.320.9 movimientos/2 minutos).
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Figura 14. Promedio diario de la actividad locomotora de los conejos en los dias 4 a 15 de edad postnatal pertenecientes a los
grupos Intacto (INT: circulos azules n=8); intactos alimentados enteralmente (INT+ENT: circulos verdes n=8); con lesiones
falsas (SHAM: triangulos azules n=8) y con lesion unilateral (UNI: rombos cafés n=8) y bilateral (Bl: cuadros rojos n=8) de bulbo
olfatorio. Los valores se expresan como x+EE.
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VII.5.2. Patréon temporal de la actividad locomotora

En lo que se refiere al patrdn diario de la actividad locomotora, los animales
correspondientes a los grupos INT, INT+ENT, SHAM y OBx-UNI (Fig. 15 y 16)
mostraron patrones diurnos tipicos evidentes a partir del dia P4, con un claro
componente anticipatorio previo a la hora del amamantamiento; ante el retraso de
fase en el acceso de la hembra lactante, pasados los ciclos transitorios se observo
un ajuste en la fase en el ritmo de la actividad locomotora de acuerdo con el nuevo
horario de amamantamiento. Finalmente, en los dias que no se tuvo acceso a la
hembra lactante el patron diario de la actividad locomotora se conservd sin
alteraciones (Fig. 15 y 16). En lo correspondiente a los animales pertenecientes al
grupo OBx-Bl se observaron cambios en el patrén temporal de la actividad, tanto
en el componente anticipatorio, el ajuste al cambio de fase y en ausencia total de

senales sincronizadoras, como se detallara a continuacion (Fig. 15 y 16).
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Figura 15. Patrén diario de la actividad locomotora de los dias 4-15 de edad postnatal de un conejo representativo, de los
grupos: Intacto (INT), Intactos alimentados enteralmente (INT+ENT), con lesiones falsas (SHAM), con lesién unilateral
(UNI) y bilateral (Bl) de bulbo olfatorio. La barra roja vertical indica la hora del amamantamiento.

Figura 16. Promedio diario por grupo de la actividad locomotora (P8), ante el retraso de 6 horas en la fase en el horario del
amamantamiento (-A®) y en ausencia de acceso a la hembra lactante (Sin ¢); de los conejos pertenecientes a los grupos:
Intacto (INT n=8), Intactos alimentados enteralmente (INT+ENT n=8), con lesiones falsas (SHAM n=8), con lesion unilateral
(UNI n=8) y bilateral (BI n=8) de bulbo olfatorio. La barra roja vertical indica el momento en el que tuvo lugar la alimentacion de
los gazapos. Los valores se expresan como x+EE.
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VII.5.3. Andlisis de frecuencias

En las series de tiempo obtenidas, al analizar el primer segmento
(correspondiente a los dias P4-8), se encontré que en el 50-88% de los animales
pertenecientes a todos los grupos la frecuencia de 24 horas estuvo presente
dentro de las tres primeras frecuencias con mayor presencia en la serie de tiempo.

En el caso del segundo segmento (correspondiente al cambio de fase; P9-
13), entre el 88-100% de los animales de los grupos INT, INT+ENT, SHAM, OBx-
UNI presentaron la frecuencia de 24 horas, dentro de las tres frecuencias de
mayor presencia en la serie de tiempo. En el caso del grupo OBx-Bl, el 50% de los
casos presentaron la frecuencia de 24 horas, en un caso no se observo la
frecuencia de 24 horas.

En el caso del tercer segmento (correspondiente a los dias de ayuno P14-
15), los grupos INT, INT+ENT, OBx-UNI la frecuencia de 24 horas fue la de mayor
presencia en la serie de tiempo en el 88-100% de los animales. Adicionalmente, la
frecuencia de 24 horas representé del 19-21% del total de las frecuencias que
conformaron la serie; las frecuencias de 13-23 horas representaron el 6%, las
frecuencias de 7-12 horas representaron el 13%, las frecuencias de 0-6 horas,
representaron del 58-64% del total de frecuencias presentes en la sefial. Mientras
que en el grupo OBx-BI la frecuencia de 24 horas fue la de mayor presencia en la
serie de tiempo en el 50% de los animales del grupo, en un caso no se observo la
frecuencia de 24 horas. Ademas esta frecuencia representoé el 16% del total de las
frecuencias que conforman la serie; las frecuencias de 13-23 horas representaron

el 5%, las frecuencias de 7-12 horas representaron el 15%, las frecuencias de 0-6
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horas, representaron el 61% del total de los casos, por lo que en este grupo se

encontrd un decremento de la frecuencia circadiana.

VII.5.4. Control de fase

En lo que se refiere a la hora en la que se presentaron la acrofase y el nadir
de actividad locomotora, en el primer segmento (P4-8), para los animales del
grupo INT estas ocurrieron a las 7£0.8 y 10.31£0.8 horas respectivamente; para los
animales del grupo INT+ENT ocurrieron a las 7.6x1 y 10.8+1.1 horas
respectivamente; para los animales del grupo SHAM ocurrieron a las 9.2+1.2 y
9.84£0.9 horas respectivamente; para el grupo OBx-UNI la acrofase y el nadir
ocurrieron 7.4+0.9 y 10.1£0.8 horas respectivamente; mientras que para los
animales del grupo OBx-Bl se presentaron a las 11.1£1.3 y 9.3£0.9 horas de
haberse presentado el evento del amamantamiento y alimentacion enteral.

En relacidn al retraso en el horario del amamantamiento, se observo que
los animales pertenecientes a los grupos INT, INT+ENT, SHAM y OBx-UNI
mostraron un retraso en la acrofase del ritmo de actividad locomotora, el cual
coincidié con el nuevo horario del amamantamiento, requiriendo en promedio 1.8
dias para ajustarse. De manera general los animales a partir del dia P12
alcanzaron un estado estable en la nueva fase del ritmo de actividad locomotora
(Fig. 15). Después del cambio de fase (P9-13), la acrofase y el nadir del ritmo de
la actividad locomotora, en los animales pertenecientes al grupo INT ocurrieron a
las 10.1+£0.8 y 14.1+0.9 horas respectivamente; para los animales del grupo
INT+ENT ocurrieron a las 9+0.7 y 13.5+1.1 horas respectivamente; para los

animales del grupo SHAM ocurrieron a las 9+0.7 y 14.2+0.7 horas
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respectivamente; para el grupo OBx-UNI la acrofase y el nadir ocurrieron 8.9+0.5 y
15.3+0.9 horas respectivamente. En contraste, los animales del grupo OBx-Bl se
observo una clara deficiencia en el control de fase, ya que, 6 de los gazapos
requirieron 2.6 ciclos para que se ajustara el ritmo de actividad locomotora al
nuevo horario del amamantamiento. Ademas de que en dos sujetos de este grupo,
el ritmo de la actividad locomotora no se ajust6 a la nueva fase de
amamantamiento (Fig. 17). En lo que se refiere a la acrofase y el nadir del ritmo de
actividad locomotora, posterior al cambio de horario, estos ocurrieron a las
10.7£1.1 y 12.940.7 horas.

En los dias correspondientes al ayuno (P14-15) el maximo y minimo de la
actividad locomotora, en los animales del grupo INT presentaron a las 12.3x0.9 y
12+2.1 horas respectivamente; para los animales del grupo INT+ENT ocurrieron a
las 16.1+1.5 y 7.3+1.8 horas respectivamente; para el grupo SHAM ocurrieron a
las 13.4+£1.2 y 10.4+2.1 horas respectivamente; para los gazapos del grupo OBx-
UNI estas ocurrieron a 11.4+1 y 10.842.1 horas respectivamente; mientras que
para los animales del grupo OBx-BI ocurrieron a las 12.2+1.4 y 6.9+1.7 horas (Fig.

17).
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Figura 17. Promedio diario de la acrofase y nadir de la actividad locomotora de los dias 4 a 15 de edad postnatal de los
conejos pertenecientes a los grupos: Intacto (INT n=8), Intactos alimentados enteralmente (INT+ENT n=8), con lesiones falsas
(SHAM n=8), con lesion unilateral (UNI n=8) y bilateral (BI n=8) de bulbo olfatorio. Los valores se expresan como x*EE.
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VIL.5.5. Duracion de la anticipacion

En lo que se refiere a la duracién de la anticipacion de la actividad
locomotora, el analisis mostrdé que hay un efecto significativo asociado al grupo, a
la edad y a la interaccion entre ambas (Grupo: F (4417= 4.6, p= .001; Edad: F
(11,417)= 3.2, p= 0.0004; Interaccion: F 44.417)= 1.44, p= 0.04). En el primer segmento
(P4-8 de edad) observamos que la duracién de la anticipacion obtuvo valores
similares para los animales de los grupos INT, INT+ENT, OBx-UNI y OBx-BI
(76.4+9.7, 65.5£8.1, 66.8+6.8 y 62.9+8.3 minutos, respectivamente). En el caso
del grupo SHAM la duracién del componente anticipatorio fue de 92.9+9.3 minutos
(Fig. 18). Con respecto al cambio en el horario de la alimentacién (P9-13), los
valores de duracion de la anticipacion presentaron una ligera tendencia a
aumentar en comparacion con el segmento anterior. Esta variable mostré valores
similares en los animales de los grupos: INT, INT+ENT, SHAM y OBx-UNI
(109.6£10.6; 97.7+10.2 87.2+9.3; 85.9+10.3 minutos, respectivamente). En
contraste, los animales OBx-Bl, mostraron un decremento significativo en la
duracién de la anticipacion en relacion con los demas grupos bajo estudio,
alcanzando valores de 51.4+6.4 minutos (Fig. 18). Cuando los animales fueron
sometidos a ayuno (P14-15), los valores obtenidos para la duracién de la
anticipacion no mostro diferencias en los diferentes grupos INT, INT+ENT, SHAM,
OBx-UNI y OBx-Bl (62.6+11.2; 83.3+13.9; 77.8+12.1; 78+13.6 y 70.1+13.9

minutos, respectivamente) (Fig. 18).
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Figura 18. Grafica del promedio de la duracién de la anticipacion de la actividad
locomotora de los gazapos pertenecientes a los grupos Intacto (INT n=8); Intactos
alimentados enteralmente (INT+ENT n=8); con lesiones falsas (SHAM n=8) y de los
animales lesionados unilateral (UNI n=8) y bilateral (Bl: n=8) de bulbo olfatorio. Los
promedios fueron analizados por segmentos el primer segmento corresponde a los dias
P4-8, el segundo segmento P9-13 y el tercer segmento P14-15. Los valores se expresan
como x+EE. *** indica diferencia significativa entre OBx-Bl y los grupos INT (p=.0003)
INT+ENT (p=.0046) y SHAM (p= .0003).

VIL.5.6. Intensidad de la anticipacion
En lo referente a la intensidad de la anticipacién en la actividad locomotora,
el analisis de varianza mostré diferencias significativas relacionadas al grupo y la
edad de los gazapos (Grupo: F 44s8= 1.7, p= NS; Edad: F (2458= 1.1, p= NS;
Interaccion: F (gas8= 0.9, p= NS). Los valores de intensidad en la anticipacion
presentan una tendencia a mantenerse constantes conforme avanza la edad. En

el primer segmento (P4-8 de edad) observamos que los animales de los grupos
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INT, INT+ENT, SHAM, OBx-UNI y OBx-Bl mostraron valores semejantes en el
incremento anticipatorio de la actividad locomotora (11.9£1.2, 12.4+1.1, 14111,
13.8+1.2 y 13.3£1.3 movimientos, respectivamente) (Fig. 19). Con respecto al
cambio en el horario de la alimentacion (P9-13de edad), la intensidad de la
anticipacion exhibieron valores similares en los animales pertenecientes a los
grupos INT, INT+ENT, SHAM, OBx-UNI y OBx-BI (15.5+1.1, 13.3+0.9, 13.3+0.8,
15.6+1.4 y 12.5+1.2 movimientos, respectivamente) (Fig. 19). En los dias en los
que los animales no tuvieron acceso a la hembra lactante (P14-15 de edad),
pudimos ver que en los diferentes grupos bajo estudio; INT INT+ENT, SHAM,
OBx-UNI y OBx-Bl el incremento anticipatorio de la actividad locomotora fue
similar (15.9+1.8, 13.446.5, 13.5#5.9, 16.3126 y 11.6+4.9 movimientos,

respectivamente). (Fig. 19).



68

20 T

15 +

A Movimientos
>

4-8 9-13 14-15
Edad (dias)

Figura 19. Gréfica del promedio de la intensidad de la anticipacion de la actividad corporal

de los gazapos pertenecientes a los grupos Intacto (INT n=8); intactos alimentados

enteralmente (INT+ENT n=8); con lesiones falsas (SHAM n=8) y de los animales

lesionados unilateral (UNI n=8) y bilateral (Bl: n=8) de bulbo olfatorio. Los promedios

fueron analizados por segmentos el primer segmento corresponde a los dias P4-8, el

segundo segmento P9-13 y el tercer segmento P14-15. Los valores se expresan como
X+EE.
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VIII. DISCUSION

En el presente estudio, se observd que las lesiones bilaterales de bulbo
olfatorio en conejos neonatos, tienen un efecto significativo en diferentes aspectos
del desarrollo, asi como en el patron diurno y circadiano tanto de la actividad
locomotora, como de la temperatura corporal.

En lo que se refiere a la ganancia de peso corporal, se encontré diferencias
significativas en los pesos de los grupos INT+ENT y OBx-BI, con respecto a los
animales de los grupos INT, SHAM y OBx-UNI; esta diferencia se debe
predominantemente a la alimentacion enteral con la férmula lactea (Anexo A), la
cual no alcanza a cubrir por completo los requerimientos necesarios para el éptimo
desarrollo de los gazapos, mas que a un efecto directo de la cirugia. Estudios
previos en esta misma especie arrojaron efectos similares, en donde los gazapos
alimentados con féormula lactea presentaban una menor ganancia de peso con
respecto a los neonatos alimentados de manera natural (Schley P. 1976; Schley P.
1980; Hudson R. 1985; Montufar-Chaveznava, 2013).

Al igual que en reportes previos realizados en conejos, se observo que el
promedio diario de la temperatura corporal y de la actividad locomotora sufrieron
cambios durante el desarrollo; en donde la temperatura corporal de los gazapos,
tiende a ir aumentando conforme avanza la edad de los animales y alcanzan la
madurez tanto en su sistema nervioso central, como en la regulacion metabdlica; y
al desarrollarse por completo su capacidad de termorregulacidén con el crecimiento

de pelo. La baja temperatura corporal que mostraron los animales al inicio del
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experimento se debe a la escasa capacidad que tienen los gazapos para
termorregular, ya que estos se caracterizan por ser animales altriciales (Jilge, col.
2000; Trejo-Mufoz, col., 2013). De manera paralela, la actividad locomotora al
inicio del desarrollo les permite a los animales generar calor y cambiar de posicion
dentro del nido de las zonas menos calidas a las mas calidas, por lo que,
conforme madura su capacidad de termorregulacion, esta tiende a disminuir (Jilge,
col. 2000; Trejo-Mufoz, col. 2012; Hernandez-Campos, 2013; Montufar-
Chaveznava, col. 2013).

Es de notar que los animales pertenecientes al grupo OBx-Bl presentaron
una temperatura corporal inferior con respecto a los animales INT, esto puede
deberse a la falta de estimulacion olfativa por parte de la madre, a través de la
feromona 2MB2 u otros componentes presentes en la leche materna. En un
estudio previo de nuestro grupo de investigacion, se encontré que los animales
que no recibieron estimulacion materna (feromona 2MB2), presentaron una
temperatura corporal inferior, con respecto a los animales alimentados de manera
natural y que recibieron la estimulacién olfativa materna (Montufar-Chaveznava,
col. 2013). Asimismo, existen reportes en la literatura que sugieren que el bulbo
olfatorio puede tener influencia directa sobre el funcionamiento del sistema
nervioso auténomo. Tanida y colaboradores (2005, 2008) encontraron en roedores
adultos, que la estimulacién con aceite de toronja causaba un aumento en la
temperatura corporal y la disminucion de la presién arterial; mientras que el aceite
de lavanda causaba una disminucion en la temperatura corporal (Tanida M, col.

2005; 2008). Por lo que los cambios observados en la temperatura corporal de los
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animales pertenecientes al grupo OBx-Bl, pueden deberse a la ausencia total de
estimulacion olfativa.

En lo referente al patron temporal de la temperatura corporal y de actividad
locomotora los animales de los grupos INT, INT+ENT, SHAM, OBx-UNI mostraron
una estrecha similitud entre si, asi como con los patrones previamente reportados
en gazapos (Jilge B, 1995; Jilge, col. 2000; Jilge, col. 2001; Caldelas, col. 2008;
Trejo-Munoz, col. 2012). Este patrén temporal se caracteriza por un marcado
incremento de la temperatura corporal y de la actividad locomotora horas previas
al momento del amamantamiento (componente anticipatorio), un maximo que
coincide con el momento del amamantamiento, seguido de disminucion de las
mismas (postprandio), para finalmente en horas posteriores regresar a la
temperatura corporal y actividad locomotora basales (Jilge B, 1995; Jilge, col.
2000; Jilge, col. 2001; Caldelas, col. 2008; Trejo-Mufioz, col. 2012).

En un estudio realizado en gazapos, se demostrd que la capacidad olfativa
no depende de la integridad del bulbo olfatorio, ya que los neonatos responden a
las sefales olfativas maternas, aun después de haber sido lesionado el 81% de
este 6rgano (Hudson y Distel, 1987); lo cual explica porque los animales del grupo
OBx-UNI fueron capaces de guiarse hacia el vientre materno y amamantarse de
forma eficiente. Asimismo, el hecho de que los animales OBx-UNI siguieron
presentando un patrén circadiano de temperatura y actividad locomotora normal a
pesar de la lesion, puede deberse a que el BO remanente, presenta
caracteristicas similares al de otros marcapasos, como ocurre en el caso del NSQ,
en el que se ha encontrado que lesiones incompletas del NSQ en roedores no

afectan los ritmos de actividad locomotora, incluso cuando solo permanece un
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remanente del 20% del nucleo hipotalamico (Weaver, 1998); posiblemente este
mismo fendmeno ocurre en los animales del grupo OBx-UNI, donde el bulbo
remanente fue suficiente para mantener su funcién de marcapasos. Es importante
recalcar que este patron temporal estuvo ausente en los animales pertenecientes
al grupo OBx-Bl los cuales presentaron un patron atipico de la temperatura
corporal el cual carece por completo del aumento anticipatorio, presentando
unicamente la disminucion posterior al momento del amamantamiento
(postprandio), este patron atipico es consistente con los resultados obtenidos en
un estudio previo en el que los gazapos fueron aislados de sefales maternas,
estimulados con agua y alimentados de manera enteral (Montufar-Chaveznava,
col. 2013). Con respecto a la anticipacion, estos animales presentaron una menor
magnitud, la cual esta relacionada directamente con el proceso de la alimentacion.

En lo referente al efecto del cambio en el horario de amamantamiento, los
animales pertenecientes a los grupos INT, INT+ENT, SHAM y OBx-UNI
respondieron de manera similar y de forma esperada, en donde tras el cambio de
fase, el componente anticipatorio fue ajustandose de manera paulatina hasta
coincidir con el nuevo horario de amamantamiento. En el caso de los animales
OBx-BI este ajuste de fase estuvo ausente, a pesar de que el postprandio ocurrié
posterior al momento de la alimentacién, esto obedece exclusivamente a la
administracién de la formula lactea, y carece de efectos sobre el funcionamiento
del sistema circadiano, a este fendbmeno se le denomina enmascaramiento
(Moore-Ede, col. 1982), en el cual una sefial ambiental aparentemente es capaz

de sincronizar un ritmo, pero al momento de quitar esta (amamantamiento), no
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persiste el componente circadiano, es decir, no persiste el componente del
postprandio.

Es de suma importancia resaltar el papel que tiene el sistema olfatorio
durante las primeras semanas de vida en los animales altriciales, como es el caso
de los conejos y los roedores; los cuales se caracterizan por nacer con los
parpados y el canal auditivo cerrados (Jilge, 1995; Jilge y Hudson, 2001; Jilge, col.
2001; Trejo-Munoz, col. 2012); incluso la evidencia cientifica supone que en los
conejos este sistema es completamente funcional dias previos al parto (Hudson,
1985).

En este estudio, se comprob6 por medio de pruebas conductuales, que los
animales pertenecientes al grupo OBx-Bl carecen completamente de la conducta
tipica de busqueda del pezén (Hudson, 1985; Schaal, col., 2003 Montufar-
Chaveznava, col. 2013) y fueron completamente incapaces de alimentarse
directamente del vientre de la madre. Estudios previos, han demostrado que la
lesion de los bulbos olfatorios y la lesién del epitelio respiratorio provoca una
pérdida de la capacidad de orientacion de los neonatos hacia los pezones de la
hembra lactante, por o que son incapaces de alimentarse, esta incapacidad se
mantiene a lo largo de los dias causando inaniciéon en los animales (Hudson y
Distel, 1983; Hudson, 1985). En el caso de las lesiones del epitelio respiratorio,
estas son completamente reversibles; asimismo, en un estudio realizado en
nuestro grupo de investigacion, hemos encontrado que las lesiones del epitelio
olfatorio no causan una pérdida de la ritmicidad circadiana en la temperatura
corporal y la actividad locomotora (datos sin publicar). Asimismo, es notable el

hecho de que este comportamiento natural de los gazapos esta ligado por
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completo al bulbo olfatorio. Un estudio de Hudson y Distel, demuestra que las
lesiones completas del 6rgano vomeronasal no alteran este patron en los
neonatos (Hudson y Distel, 1986).

Estudios realizados por Granados-Fuentes (2004a y b; 2006) en roedores
adultos, demuestran que el bulbo olfatorio funciona como un marcapasos
circadiano independiente al NSQ, ya que en ratas adultas arritmicas por lesiones
del NSQ o expuestas a un patrén de luz continuo, el bulbo olfatorio sigue
presentando ritmicidad hasta por un periodo de 3 semanas (Granados-Fuentes,
col., 2004b). Asimismo, en cultivos celulares, las neuronas del bulbo olfatorio son
capaces de expresar patrones circadianos tanto en la expresion de genes, como
en la actividad eléctrica; y estas son capaces de sincronizarse a los cambios en la
temperatura (Granados-Fuentes, col., 2004a). Por otro lado, en estudios in vivo,
las neuronas del BO son capaces de sincronizarse a estimulos olfatorios, ya que
al exponer ratones adultos al olor del aceite de cedro se observd que la expresion
de la proteina C-FOS en el BO, se sincronizaba al estimulo (Granados-Fuentes,
col., 2006). Adicionalmente, diferentes estudios realizados en roedores adultos y
primates nocturnos (Tabla 1), demuestran que las lesiones del bulbo olfatorio
producen cambios importantes en diversos parametros asociados a la ritmicidad
circadiana que van desde cambios en el periodo del ritmo, alteraciones en el
control de la fase de la actividad locomotora, aumento en el numero de dias
transitorios tras un cambio de fase en el horario de la alimentacién y cambios
asociados a ciclos estacionales e hibernacion, etc. (Miro, col., 1980; Pieper, col.,
1991; Vagell, col., 1991; Meguid, col., 1993; Possident, col., 1996; Marcilhac, col.,

1997; Goel, col., 1998; Perret, col.,, 2003; Vinkers, col., 2009). Estudios que
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evidencian la participacién del bulbo olfatorio en la generacién y mantenimiento de

la ritmicidad circadiana en animales adultos.

ARTICULO
Autor Afo |Especie
MIRO JL 1980 | hamster europeo Aumgnto en la ingesta de alimento
No hibernan
Aumento de la gonadotropina
PIEPER DR | 1991| hamster dorado [Previene la regresion testicular en periodos de dias cortos
Aumento en el periodo de actividad locomotora

Hallazgos

VAGELL ME | 1991 ratas Aumento del cAMP en el NSQ
Aumento en el numero de veces que el animal come
MEGUID MM | 1993 ratas Disminucion del tamafio de la ingesta de alimento por ocasion

Ligero aumento en el numero de olfateos durante la comida
Aumento en la actividad locomotora

POSSIDENT B | 1996 raton Aumento en el periodo en oscilacién espontanea
Retraso en el ritmo de actividad
MARCILHAC A | 1997 rata Aumento en la cor.tlc.:osterona
Aumento en la actividad locomotora
GOEL N 1998 |  roedor nocturno Aumento en dias transitorios en actividad locomotora

Aumento en peso de los testiculos

Reduccién en el periodo de temperatura y actividad locomotora
PERRET M [ 2003 | primates nocturnos [Retraso en la resincronizaciéon

Aumento de periodos de actividad durante el periodo de reposo
VINKERS CH | 2009 rata Aumento en la actividad locomotora durante la noche
Ligero aumento de la temperatura corporal

Tabla 1. Cuadro de los principales hallazgos asociados a las lesiones de bulbo
olfatorio en diferentes especies.

Es importante mencionar que existen datos controversiales sobre los
efectos de las lesiones de bulbo olfatorio, ya que en ratas adultas las lesiones de
esta estructura no afectan la actividad anticipatoria a la alimentacion (Davidson,
col., 2001). En este modelo experimental, encontramos efectos importantes
asociados a las lesiones bilaterales del bulbo olfatorio, donde la anticipacion al
amamantamiento no persistié en condiciones de ausencia total de esta sefal.
Estas diferencias pueden deberse, a las especies bajo estudio, ya que en el caso

del trabajo de Davidson y col. (2001), el estudio fue realizado en ratas, y el nuestro
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en conejos. Asimismo, puede estar asociado el nivel de madurez del sistema
circadiano, ya que en el trabajo de Davidson y col. (2001) se utilizaron animales
adultos, y el presente estudio se realizé en las etapas tempranas del desarrollo.
Cabe resaltar que existen diferencias importantes en lo que se refiere a la
maduracion de los componentes moleculares del reloj circadiano, a nivel sistema
nervioso central, pues en conejos la maquinaria molecular del bulbo olfatorio
madura de manera previa a la maquinaria del NSQ, ya que los genes reloj (Per1,
Bmall y Cry1) exhiben ritmicidad circadiana consolidada en el BO desde el dia 7
de edad; a diferencia del NSQ donde unicamente presentan ritmicidad de 24 horas
los genes Perl y Bmall a esta misma edad (Montufar-Chaveznava, col., 2012).
Por lo que en los animales neonatos el sistema circadiano, controlado por el NSQ
y los cambios diarios de iluminacion, todavia no alcanzan su madurez (Montufar-
Chaveznava, col., 2012). En su conjunto esta evidencia nos indica que el bulbo
olfatorio en los gazapos puede estar funcionando como un marcapasos circadiano

durante las primeras semanas de vida.
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IX. CONCLUSION

El presente estudio demuestra la importancia del bulbo olfatorio como
marcapasos, ya que la lesion completa de este érgano, es capaz de modificar el
patron circadiano de la temperatura corporal y la actividad locomotora de los
gazapos, causando un retraso en el ajuste de fase ante el cambio en el horario de
la alimentacion, tanto en la actividad locomotora como en la temperatura corporal
y disminuir la intensidad y duracion del componente anticipatorio. También se
demuestra que la presencia de un solo bulbo olfatorio es capaz de mantener el
patron circadiano en la temperatura corporal y la actividad locomotora de los

gazapos.
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X. ANEXO A

Formula de leche, modificado de Schley (1976, 1980) para preparar un litro de

leche

Proteinas:
e Leche en polvo baja en lactosa (100 g)
e Proteina de leche (609)

e Levadura en polvo (10g)

Grasas:*
e Acido caprilico (90g)
e Acido caprinico (90g)
e Aceite de girasol (18g)

Vitaminas y minerales:
e Mezcla comercial de complejo multivitaminico y minerales equivalentes a 20
Ul vitamina A/ml leche
e Complejo vitamina B (1g)
e CaHPOq4 (29)
e CaCOs; (29)
e Fe+2 (20 mq)

Agua (750 ml)

* El porcentaje de cada elemento que corresponde a las grasas se disminuyé en

un 20% tras realizarse varias pruebas con diversos porcentajes, siendo este el que

permite al neonato digerir la formula de forma éptima.
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