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RESUMEN

La exposicion a la luz durante la noche en roedores nocturnos genera
arritmicidad en el sistema circadiano. En roedores nocturnos adultos se ha
demostrado que las condiciones de luz constante contribuyen al desarrollo de
alteraciones fisiolégicas y conductuales, incluyendo ganancia de peso y
enfermedades metabdlicas. Durante las etapas tempranas del desarrollo, el
sistema circadiano atraviesa por un periodo critico de ajuste y es
especialmente vulnerable a las condiciones del ciclo luz-oscuridad, generando
efectos a largo plazo. En esta tesis doctoral, hipotetizamos que la ausencia de
un ciclo diario de luz-oscuridad durante la etapa de lactancia, afectaria el
desarrollo del sistema circadiano ocasionando efectos adversos a corto y largo
plazo sobre el metabolismo y el funcionamiento del sistema circadiano.

Se exploraron en crias de rata los efectos de condiciones de luz-oscuridad
(LO), oscuridad constante (OO) y luz constante (LL) durante la etapa de
lactancia. A corto plazo, LL caus6 una reduccién en el grosor de la capa de
fotorreceptores y en el numero de células ganglionares de la retina. La
inyeccion de trazador retrogrado (subunidad B de la toxina de célera, CTB) nos
indic6 una disminucion en la inervacién hacia el nucleo supraquiasmatico
(NSQ) en los animales expuestos a LL en comparacién con los animales de los
grupos OO y LO y se observé una pérdida del ritmo circadiano en células
inmunorreactivas a VIP, AVP y PER1 en el NSQ. A nivel metabdlico se observé
mayor peso corporal y pérdida de ritmicidad en variables metabdlicas. Tras el
periodo de lactancia los animales fueron expuestos a un ciclo normal LO hasta
alcanzar la adultez. Al dia P90, el NSQ de los animales criados bajo LL y OO
durante la lactancia, mostraron una disminucion en el namero total de células
inmunoreactivas a VIP, AVP y PER1, comparados con los animales bajo LO. A
largo plazo la ritmicidad diaria de la actividad locomotora fue restaurada, pero
no la de glucosa y los triacilglicéridos.

Después de exponer a los animales a un pulso de luz durante 1 h a la mitad de
su fase de oscuridad, los animales criados bajo LL y OO mostraron un
decremento en la expresion de células positivas a c-Fos y ambos grupos
demostraron poca flexibilidad para adaptarse a un cambio de fase de 6 h.

Nuestros resultados demuestran que las condiciones constantes de luz durante
la etapa de lactancia alteran permanentemente el desarrollo del sistema
circadiano, y de la retina, lo cual repercute en la respuesta del NSQ a la luz y
tiene un impacto permanente sobre la regulacion metabdlica.



ABSTRACT

Exposure to light at night induces arrithmicity in the adult circadian system. This
condition in adult rodents contributes to the development of physiological and
behavioral alterations, including weight gain and metabolic disease. During
early stages of development, the circadian system undergoes a critical period of
adjustment and it is especially vulnerable to altered lighting conditions leading
to long-term effects. In the present study we hypothesized that lack of the light-
dark cycle during lactation would impair the development of the circadian
system and result in short and long terms adverse effects on metabolism and

on the function of the circadian system.

Here we explored, in rat pups, effects of different lighting conditions: light dark
(LD), constant darkness (DD) and constant light (LL) during lactation. In a short-
term, LL caused in the retina a reduction in the thickness of the photoreceptors
layer and in the number of ganglion cells. Injection of the CTB tracer indicated a
decreased in the innervation to the suprachiasmatic nucleus (SCN) when
compared with DD and LD groups and a reduction of the total number of cells
and loss of rhythmicity of VIP, AVP, and PER1 in the SCN. When the circadian
rhythmicity was disrupted, at the metabolic level, we found an increase body
weight and a loss of rhythmicity in the metabolic variables such as glucose and
triacylglycerides. After lactation animals were exposed to a LD cycle until
adulthood. At P90, animals under LL a DD showed decreased number of
immunoreactive cells to VIP, AVP, and PER1, as compared with the LD group.
In the long-term the rhythmic behavior was restored, but the plasma glucose,

and triacylglycerides (TG) did not recover rhythmicity.

After exposing rats to a 1h light pulse, animals reared under LL and DD showed
decreased number of c-Fos positive cells and both groups were slower to re-

entrain to a new LD cycle after a sudden 6h phase advance.

Present results point out that constant lighting conditions during early
development induce long term effects in the development of the circadian
system and the retina, which impaired the SCN to respond to light and resulted

in permanent impact on metabolic regulation.



1- Introduccion

Los organismos realizamos diariamente una serie de funciones para
sobrevivir, cada respuesta o funcién adaptativa requiere de la interaccion de
varios érganos y sistemas (Touitou y Haus, 1994). Estos sistemas ademas de
estar constituidos por estructuras especializadas cuentan con vias para la

entrada y vias para la salida de informacion.

Entre las multiples funciones que realizamos los seres vivos diariamente, esta
la de mantener un orden temporal. Esto es, realizar todas nuestras actividades
en congruencia con los cambios diarios asociados al medio ambiente. Durante
un ciclo de 24 horas debemos enfrentar cambios asociados al dia y la noche,
por lo tanto, a un ciclo de luz/oscuridad (LO), también enfrentamos oscilaciones
en la temperatura ambiental, en la humedad, etc. Estos ciclos diarios le
imponen a todo individuo un reto adaptativo que requiere de respuestas
Optimas sincronizadas con el momento del dia. Adicionalmente, para una
buena adaptacion se requiere que los organismos anticipen los ciclos diarios;
que por presentar un periodo regular son predecibles. En consecuencia, cada
individuo muestra ciclos en su conducta y fisiologia, siendo el ejemplo mas
claro de ello la alternancia del ciclo actividad-reposo, el cual es de

aproximadamente 24 horas (Anders, 1982).

En condiciones naturales, los ritmos biolégicos se ajustan al ciclo LO. De esta
manera, un sincronizador o indicador temporal usualmente llamado zeitgeber
(del alemén zeit, tiempo; geber, indicador, dador), pone en hora a los ritmos
diarios. Sin embargo, dado que en ausencia del zeitgeber la mayoria de estos
ritmos se mantienen o persisten con un cardcter circadiano, se ha postulado la
presencia de un mecanismo interno de medicion temporal llamado sistema
circadiano. De esta manera, la manifestacion de un ritmo bioldgico sincronizado
se genera de la interaccion de tres componentes: zeitgeber (componente
exogeno), reloj bioldégico (componente enddgeno) y los ritmos bioldgicos
propiamente, asi como las relaciones entre estos: la sincronizacion entre el
componente exdégeno, endbégeno y el acoplamiento entre el reloj y los ritmos
(Diez et al., 1996).



La periodicidad del ciclo luz/oscuridad (LO) generada por el movimiento de
rotacion de la Tierra es la principal sefial temporal que guia al reloj circadiano o
ndcleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo. La pérdida de relacién entre el
ciclo LO con el NSQ genera desincronizacion circadiana; una de las causas de
esta condicién se presenta cuando los individuos se exponen a luz durante la
noche o a condiciones constantes de luz (LL). Evidencia de estudios
experimentales y clinicos ha demostrado que la exposicion a luz durante la
noche afecta negativamente el sistema circadiano y genera alteraciones
metabdlicas y fisioldgicas (Fonken & Nelson, 2014), incluyendo sobrepeso y
dislipidemia (Evans & Davidson, 2013; Laermans & Depoortere, 2016).

El estilo de vida moderno favorece la exposicién excesiva a la luz eléctrica, a
pantallas con luz brillante a altas horas de la noche como las computadoras y la
television. Especialmente los nifios y jovenes han adoptado el habito de
exponerse a la luz durante la noche y posponer las horas de dormir (Stevens &
Zhu, 2015), lo cual promueve la desincronizacion circadiana. En la vida
intrauterina hay evidencias del inicio del funcionamiento del marcapasos
endogeno, asi como de la aparicion tanto del suefio tranquilo como del suefio
activo, durante las ultimas 10 semanas de la gestacion (Mirmiran et al., 2003).
Durante la gestacion los ritmos circadianos de la madre predominan y trasmiten
las variaciones al feto, de manera que, desde el tercer trimestre del embarazo y
las primeras semanas de vida extrauterina, el sistema circadiano inmaduro del
feto y del lactante se sincroniza con el medio ambiente a través de las

influencias maternas.

Por lo anterior, una poblacién vulnerable a las condiciones de LL, son los recién
nacidos; estudios epidemiologicos y experimentales demuestran que, a nivel
mundial 14%, de los recién nacidos con bajo peso al nacer, son expuestos a un
ambiente de luz constante en las unidades de cuidados intensivos neonatales
(UCIN). Los recién nacidos con bajo peso al nacer, que permanecen en las
UCIN, muestran una pérdida del ciclo suefio-vigilia (Mann et al., 2000) y

dificultad para alcanzar un peso saludable (Brandon et al., 2002).

En mamiferos las etapas pre y postnatales del desarrollo son etapas criticas

gue determinan la formacién de érganos y estrategias de regulacion a nivel del



sistema nervioso central y periférico y puede tener un fuerte impacto en sus
ritmos circadianos durante su vida posterior, influyendo y modulando la manera
en que se regularan sus respuestas endocrinas, fisiologicas, metabdlicas y la
organizacion funcional del sistema circadiano a largo plazo.

Los mecanismos que asocian el sobrepeso con la desincronizacion circadiana
desencadenada por LL no han sido del todo explorados. Se ha propuesto que a
nivel de organos periféricos las sefiales temporales desacopladas o fuera de
fase generan la pérdida de sincronia entre la ingestion de alimento, los
procesos digestivos, la liberacion de hormonas y los ritmos de 6rganos
involucrados en el metabolismo, esta desregulacion favorece un
almacenamiento y acumulacion de tejido graso. Turek et al., (Turek, et al.,
2005), reportaron que la mutacion del gen CLOCK en ratones, generaba
modificaciones en su patrén diario de actividad, induciendo un cambio en su
patron de alimentacion. Los ratones mutantes de CLOCK desarrollaron
hiperfagia, obesidad, hiperlipidemia, hiperglucemia, hipercolesterolemia e
hipoinsulinemia ademas de esteatosis hepatica. El presente proyecto exploré
los efectos de la exposicion a condiciones constantes de luz al final de la etapa
de lactancia (P23) y al final de la etapa adulta (P90) sobre el sistema circadiano

y sobre variables metabdlicas.



1.1 Antecedentes

La rotacion y traslacion de la tierra dotan al medio que nos rodea de una
ritmicidad diaria generada por las condiciones de luz y temperatura. Estos
cambios conllevan una serie de comportamientos como las migraciones, la
reproduccion estacional o el ajuste del periodo de actividad al periodo 6ptimo
del dia.

Se conoce como “ritmos bioldgicos” a la recurrencia de fenbmenos dentro de
un sistema biolégico con intervalos regulares de tiempo siendo por tanto
previsibles (Mora & Sanguinetti, 2004). Las caracteristicas de los ritmos
biolégicos estan determinadas genéticamente, y una vez establecidos, son
generados por el propio organismo independientemente de las variables
externas, es decir, son enddgenos (Gruart et al.,, 2002). De hecho, en
condiciones constantes de luz y temperatura los ritmos manifiestan su
frecuencia intrinseca (tienen un curso libre). Por otro lado, Jirgen Aschoff
extendié el concepto, hallando periodicidades "circamareales"”, "circalunares" y
“circanuales”, dependiendo del ciclo ambiental al que se ajuste, asi los ritmos
con un periodo menor a 24 h. se les designa ultradianos, como el ritmo
cardiaco o la actividad eléctrica cerebral e infradianos con un periodo mayor a

24 h., como el ciclo menstrual o la hibernacion.

La rotacién de la Tierra impone a los seres vivos cambios asociados al ciclo del
dia y la noche, a oscilaciones en la temperatura ambiental, en la humedad, etc.
Estos ciclos diarios le imponen a todo individuo un reto a nivel adaptativo que
requiere de ajustes en su fisiologia y su conducta para anticiparse y emitir
respuestas Optimas sincronizadas a lo largo del dia (Golombek & Rosenstein,
2010). Para lograr la adaptacion los seres vivos cuentan con un reloj circadiano
que dirige respuestas ciclicas en la fisiologia y la conducta asociadas a los

ciclos diarios ambientales.
1.2 El ntcleo supraquiasmatico y la sincronizacion alaluz

El Nucleo Supraquiasmatico del hipotalamo (NSQ) es el reloj biologico que
genera y transmite la ritmicidad al resto del organismo y funciona como

marcapasos del sistema circadiano. Su lesién provoca que la rata se vuelva
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arritmica a nivel conductual y fisiologico (Moore & Eichler 1972; Stephan &
Zucker 1972).

El NSQ es una estructura bilateral ubicada en el hipotdlamo anterior, dividido
en 2 regiones: ventrolateral (VL) y dorsomedial (DM) (Moore et al., 2002). La
region VL contiene células que expresan principalmente el péptido vasoactivo
intestinal (por sus siglas en inglés, VIP); las neuronas de esta region reciben
informacion fética a traveés del tracto retinohipotalamico (TRH) ( Hattar et al.,
2002; Panda et al., 2005) permitiendo la sincronizacion fética (Duffy & Wright,
2005).

En mamiferos, mas alla de las aferencias de diversas zonas cerebrales (como
el talamo o los nucleos del rafe), la principal via de entrada a los NSQ es a
partir del TRH por la deteccion de la luz desde la retina (Hattar et al., 2003;
Wassle & Haverkamp 2006) que se da a través de los conos, bastones y un
tercer tipo de células llamadas células ganglionares intrinsecamente
fotosensibles (CGif) a la luz y que expresan melanopsina (Hattar et al., 2003;
Wassle & Haverkamp 2006); de esta forma, la retina envia informacion acerca
de los estimulos luminicos a través del TRH al NSQ. La via que se origina en
las CGif y proyecta hacia el NSQ provee de informacion acerca del ciclo LO
para orquestar las funciones circadianas (Chen et al., 2011, Gooley et al.,
2001). Se ha descrito que las CGif M1 Brnb-negativo son las encargadas de
enviar la informacién luminica que después sera coordinada por el NSQ para
coordinar los ritmos circadianos fisiol6gicos y conductuales (Chen et al., 2011,
LeGates et al 2012).

En cuanto a los fotorreceptores y la melanopsina asociada a la sincronizacion
fética circadiana, se ha demostré que ratones ciegos (de la cepa rd/rd, que
carecen de bastones) mantienen la sincronizacién fética de sus ritmos
circadianos (Foster et al.,1991;Lucas, 1999), ademas, animales con ablaciones
genéticas del NSQ son capaces de mostrar ritmicidad en drganos periféricos y
esta ritmicidad estéa asociada al ciclo LO (Husse et al., 2014), lo cual nos habla

de otro tipos de sincronizacion, la no fética e independiente al NSQ.

La relevancia de la luz como principal sincronizador fético en mamiferos se ha

puesto en evidencia con diversos modelos genéticos que han demostrado que
11



animales que carecen de las CGif y la innervacién correspondiente hacia el
NSQ carecen de la capacidad de establecer un reloj biolégico funcional
(Gooley et al., 2001; Morin et al, 2003; Sollars et al., 2003; Hannibal &
Fahrenkrug, 2004). Por otro lado, en modelos con animales mutantes se ha
demostrado que la carencia de células VIP en el NSQ afecta el ritmo de la
actividad locomotora y la actividad eléctrica en el NSQ (Brown et al., 2007). La
regibn DM contiene principalmente neuronas que expresan el péptido arginina
vasopresina (por sus siglas en inglés, AVP) (Mieda et al., 2015a), esta region
se caracteriza por ser un relevo de informacion entre el NSQ y diferentes
nacleos cerebrales y 6rganos periféricos. Las neuronas de AVP se han
relacionado también con la longitud del periodo a lo largo de un ciclo de 24 h (Li
et al., 2009; Mieda et al., 2015a).

Es importante mencionar que ante cambios abruptos en el ciclo LO los
principales genes reloj son capaces de adaptarse al cambio en el nuevo ciclo,
principalmente en la regién ventrolateral del NSQ y después en la region
dorsomedial (Fernandez et al., 2016), dicho proceso de resincronizacion puede
tomar de 6 a 13 dias (Yamazaki, et al., 2000, Nakamura, 2005).

1.3. Genes reloj

El mecanismo molecular del reloj circadiano central y los osciladores
circadianos periféricos involucra la interaccién de sefiales positivas y negativas
gue regulan la transcripcion ritmica de los genes reloj. Cada célula posee un
reloj molecular interno que, gracias a la acumulacién y degradacion de ciertas
proteinas asegura la periodicidad circadiana. Los principales componentes que
en el reloj de los mamiferos son: el gen Circadian Locomotor Output Cycles
Kaput, (CLOCK), y el gen receptor nuclear translocador de aril hidrocarburos en
cerebro y masculo (Bmall), como elementos positivos. Los genes periodo (Per)
Perl, Per2 y Per3 y los criptocromos (Cry) Cryl y Cry2, como elementos
negativos (Reppert & Weaver, 2002; Ko& Takahashi, 2006). El gen perl es un
participante clave en el ciclo de retroalimentacion molecular y esta involucrado
en restablecer el reloj neural endégeno a las sefiales de luz (Albrecht, et al.,
2001; Nagano, et al.,, 2009). ElI componente positivo del circuito de

retroalimentacion esta integrado por las proteinas CLOCK y BMAL1, que

12



forman heterodimeros en el citoplasma y se trasladan al ndacleo, donde activan
la transcripcion de los genes reloj Per y Cry y genes controlados por reloj
(CCQG), entre los que se incluyen el gen de vasopresina (AVP), (Jin et al., 1999;
Lépez-Molina et. al, 1997) y también genes reguladores que son claves del
ciclo celular y del metabolismo (Ko & Takahashi, 2006). El circuito de
retroalimentacion negativa comprende los heterodimeros PER: CRY, que se
translocan al nucleo donde suprimen su propia transcripcion al inhibir la
actividad de CLOCK y BMALL. Mientras tanto, la proteina del receptor nuclear
de la subfamilia 1, grupo B, miembrol (REV-ERBa) suprime la transcripcion de
Bmall al unirse a los elementos que conforman la respuesta a Rev-erba y del
receptor huérfano relacionado a RAR (RORA) presente en su promotor.
Cuando los niveles de ARN de Bmall disminuyen, mientras que los de Pery
Cry aumentan. Cuando los heterodimeros PER: CRY suprimen su propia
transcripcion a nivel nuclear (actuando sobre CLOCK-BMAL1), también inhiben
la transcripcibn de Rev-erba, permitiendo que se active la transcripcion de
Bmall. La frecuencia aproximada de 24 horas del reloj molecular, van a
generar modificaciones postraduccionales, como la fosforilacion y la
ubiquitinacién, y afectaran la estabilidad y la translocacion de los genes del
reloj al nacleo. De esta manera, la caseina quinasa 1 épsilon (CK1¢) y la
caseina quinasa 1 delta (CK1d) son los factores criticos que modulan el
funcionamiento del reloj. La importancia de estas modificaciones
postraduccionales de los componentes del reloj queda demostrada por estudios
gque muestran que las mutaciones en CK1e tienen un efecto sobre la

periodicidad circadiana. (Reppert & Weaver, 2002, Preitner et al., 2002).
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Figura 1. Esquema del reloj molecular. A). Durante la noche, los factores de transcripcion BMAL1 vy
CLOCK se unen a una secuencia de ADN sobre las cajas E-BOX favoreciendo la expresion de los genes
reloj Per y Cry. B). Estos genes dan lugar a la sintesis de las proteinas PER y CRY, que se dimerizan y se
acumulan en el citoplasma de la célula. C). Al comenzar el dia, los dimeros PER-CRY translocan al
interior del ndcleo donde producen el desacoplamiento de BMAL1 y de CLOCK, por lo tanto, se suprime
la expresion de los genes Per y Cry. D) Al final del dia, los dimeros PER-CRY son degradados y comienza
un nuevo ciclo mediante el acoplamiento de BMAL1 y de CLOCK. Tomado y modificado de Madrid, J.A.

Laboratorio de Cronobiologia, 2018, Universidad de Murcia.

De suma relevancia es que la CK1¢ fosforila las proteinas PER, por lo que no
estan disponibles inmediatamente para formar dimeros, lo que lleva a un ciclo
circadiano con un periodo mas largo. Cuando este gen muta y la proteina
muestra una actividad de fosforilacion reducida, las proteinas PER se
internalizan en el nucleo mas rapidamente, acortando el ciclo (Preitner et al.,
2002, Albrecht & Ripperger, 2009; Ko & Takahashi, 2006).
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1.4. Pérdida de ritmicidad circadiana por exposicion a la luz constante

Los ritmos bioldgicos tendran relevancia adaptativa siempre y cuando se
presenten en concordancia con los ciclos ambientales. Para ello se requiere la
sincronizacion del reloj circadiano con las sefiales externas. La sincronizacion
se define como el proceso biolégico en el cual el tiempo enddgeno del reloj
circadiano se ajusta al de una sefal periédica externa (Roenneberg et al.,
2003).

El fendmeno de sincronizacion requiere que el sistema circadiano (el reloj y sus
osciladores) establezca una relacién de fase especifica con el sincronizador,
para lo que es necesaria la sensibilizacion de los osciladores enddgenos a
sefales ambientales especificas y la habituacidén a otras. Para que el oscilador
sea funcional, estas sefiales de tiempo deben de ser periddicas y predecibles
para el organismo, lo que provoca un ajuste o sincronizacion del periodo del
sistema circadiano al de la sefal externa, llamada zeitgeber o sincronizador
(Reppert & Weaver, 2002). Previamente se ha demostrado que la LL o la luz
aplicada durante la noche en roedores adultos induce una pérdida de la
ritmicidad en la actividad eléctrica del NSQ y en la expresion de AVP, VIP y
PER1 en el NSQ (Isobe & Nishino, 1998; Ohta, et al, 2005).

Cuando se pierde la periodicidad de la luz y esta se presenta en forma
continua y constante, se ha sefialado la desincronizacion por un ciclo de LL o
por ausencia total de luz u OO (Gruart y Cols., 2002). La condicion de LL en
roedores nocturnos adultos también induce la pérdida de los patrones
conductuales circadianos y el equilibrio metabdlico, lo que puede producir
dislipidemia y sobrepeso (Fonken et al., 2010; Kooijman et al., 2015). Es
importante resaltar que tanto los roedores nocturnos como los diurnos se ven
afectados por la exposiciébn a LL. Un estudio realizado en un roedor diurno
(Arvicanthis ansorgei) demostré que la LL altera la expresion de los genes reloj
en la retina (Bobu et al., 2013). En ratas se demostré que la luz tenue durante
la fase de oscuridad es capaz de inducir un fenotipo depresivo (Tapia et al.,
2013) y reduccion de la longitud dendritica en el hipocampo (Fonken et al.,
2012).
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1.5. Desarrollo del sistema circadiano.

Durante la gestacion y la lactancia, el sistema circadiano no esta
completamente maduro, y se somete a importantes ajustes de desarrollo hasta
las primeras 3 semanas postnatales (Shibata & Moore, 1988). Se ha
demostrado que la exposicion gestacional a LL genero la desincronizacion de
los ritmos de AVP y c-Fos en el NSQ de ratones recién nacidos, dichos déficits
fueron restaurados a través de la aplicaciébn de un protocolo de alimentacion
restringida (Novakova, et al., 2015). El NSQ neonatal en roedores puede
percibir cambios en la luz ambiental incluso dias antes de que el animal abra
los ojos (Sumova et al., 2012). El ajuste de su funcionalidad y conexiones
ocurre durante las dos primeras semanas posnatales (Bendova et al., 2004,
Shibata & Moore, 1987), y durante este periodo de desarrollo, el NSQ es
vulnerable a la experiencia ambiental de iluminacién posnatal (Canal-Corretger
et al.,, 2001; Sumova et al., 2012). Poco se sabe acerca de cémo la ausencia
del ciclo LO en las primeras etapas de desarrollo puede afectar los sistemas

circadiano y metabdlico.

El sistema circadiano tiene una gran influencia sobre sistemas cerebrales para
la regulacion de las funciones metabdlicas, ya que las necesidades energéticas
cambian alrededor de las 24 h (Buijs et al, 2003). El sistema circadiano influye
sobre el ciclo vigilia/suefio. La vigilia se caracteriza porque predomina la
actividad fisica, el desgaste energético y también el consumo de alimento y
agua, en este caso los érganos deben prepararse para el consumo energético,
la digestion y utilizacion de nutrientes. Por el contrario, durante el suefio se
ahorra y se almacena energia, se reducen los procesos digestivos y se llevan a
cabo procesos de reparacion celular, de descanso, etc. (Siegel, 2005). El
sistema circadiano influye sobre el sistema nervioso autonomo y el sistema
endocrino (Buijs, et al. 2003) sobre los requerimientos energéticos que afectan
a todos los tejidos y érganos del cuerpo (Buijs, et al. 2003). Durante el dia, las
seflales de ambos sistemas activan tejidos y 6rganos para la produccion de
glucosa y de enzimas gastricas, para aumentar la secrecion de insulina,
favoreciendo la utilizacién de energia a lo largo del dia y para generar todos los

cambios necesarios en la respiracion y flujo sanguineo que permitan el buen

16



desempeiio de estas actividades. Durante la noche se secreta la melatonina,
hormona conocida por sus efectos inductores del suefio y por su actividad de
reparacion celular, particularmente por sus efectos antioxidantes (Krueger, et
al., 2008; Siegel, 2005). También aumenta la produccion de hormona de
crecimiento que contribuye a la sintesis de proteinas para reparacion celular
(Qidwai, et al., 2010). Se ha sugerido que el suefio también es necesario para
que se lleven a cabo funciones de formacion de memorias y de organizacion

mental, de descanso muscular y de ahorro energético.

A nivel cerebral, los principales efectos de las condiciones constantes de
iluminacién durante la lactancia incluyen una disminucion en el nimero de
neuronas y células gliales en el NSQ (Cambras et al., 2005; Canal et al., 2009)
y una disminucion en la expresion de Perl-GFP (Ciarleglio et al., 2009). A corto
plazo se ha demostrado una disminucion en el nimero de células positivas a c-
Fos y tirosina hidroxilasa (TH) en el NSQ después de un pulso de luz (Brooks
et al., 2011; Smith & Canal, 2009).

Estos hallazgos han llevado a sugerir que para el sistema circadiano la
gestacion y la lactancia son etapas criticas en las que diversos factores pueden
modificar su estructura y funcionamiento, generando efectos a largo plazo. Esta
condicion favorece a largo plazo el sobrepeso y desregulacién en variables

metabodlicas.
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2. Planteamiento del problema

Durante el periodo de desarrollo, tanto procesos metabolicos como la
organizacion circadiana transcurren por periodos criticos en los que las
condiciones del ambiente temprano pueden determinar estrategias de
regulacion a largo plazo. En ratas adultas la desincronizacion circadiana se ha
asociado con mayor propension a desarrollar sobrepeso y enfermedades
metabolicas, razon por la que hipotetizamos que la exposicidn temprana a
condiciones constantes de luz alteran el desarrollo del sistema circadiano y
repercutir sobre variables metabdlicas. Ratas adultas mantenidas en un
ambiente arritmico por condiciones de LL, incrementan su peso
significativamente comparadas con aquellas mantenidas en un ambiente de
alternancia LO. Este proyecto tuvo como principal objetivo determinar las
consecuencias que tiene un ambiente arritmico postnatal sobre la funcién del
sistema circadiano y sobre variables metabdlicas tales como, la glucosa y los
triacilglicéridos. Especificamente se explor6 la via de sincronizacion fotica al
NSQ, la morfologia del NSQ y la regulacién temporal de procesos metabdlicos,
el peso corporal y el balance energético, para determinar los efectos a largo

plazo.
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3. Objetivo general.

Determinar en crias de rata Wistar, expuestas a la falta de un ambiente
ciclico (LO) inducido por condiciones constantes de luz durante la etapa de
lactancia, los efectos a corto y largo plazo sobre el sistema circadiano y sobre

variables metabdlicas tales como los triacilglicéridos y la glucosa.

4. Hipotesis general

La falta de un ambiente ciclico inducido por condiciones constantes de luz
(LL/OO) durante la etapa lactancia provocara en crias de rata Wistar cambios a
corto (P23) y a largo plazo (P90) en la via de sincronizacion y en el
funcionamiento del NSQ. Lo anterior repercutira en la expresion de ritmos
circadianos, en la sincronizacion a la luz, en la regulacion metabdlica y

generard fototoxicidad en las retinas.
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PUBLICACION #1

4.1. Objetivos especificos.

1.- Describir los ritmos diarios de actividad locomotora general en ratas
sometidas a condiciones constantes de luz durante la lactancia.

2.-Cuantificar la ganancia de peso corporal al destete (P23) y durante la etapa
adulta (P90) en ratas expuestas a condiciones constantes de luz durante la
lactancia.

3.-Cuantificar al final de la etapa de lactancia (P23) y al final de la etapa adulta
(P90) los niveles de glucosa y triacilglicéridos, en ratas sometidas a
condiciones constantes de luz durante la lactancia.

4.-Describir al final de la etapa de lactancia (P23) y al final de la etapa adulta
(P90) los ritmos de expresion de AVP, VIP y PER 1 en el NSQ en ratas

sometidas a condiciones constantes de luz durante la lactancia.
4.2 Hipo6tesis especificas

* H1. Las ratas sometidas a LL durante la lactancia (P0-P23) mostraran
déficits en sus patrones diarios de actividad locomotora general al
destete y en la adultez (P90) en comparacion con las ratas mantenidas
bajo LO y OO.

* H2. Las ratas expuestas a LL durante la lactancia tendran una mayor
ganancia de peso corporal comparada con las ratas mantenidas bajo LO

y OO. La ganancia de peso se mantendra hasta la etapa adulta.

* H3. Las ratas expuestas a LL durante la lactancia mostraran arritmicidad
en las variables metabdlicas (glucosa vy triacilglicéridos) al destete (P23)

y en la etapa adulta (P90).

* HA4. Las ratas expuestas a LL durante la lactancia mostraran alteracion
en los ritmos de expresion de AVP, VIP y PER1 en el NSQ al destete
(P23) y en la etapa adulta (P90).
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Constant light during lactation programs circadian and metabolic systems
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ABSTRACT

Exposure to light at night is a disruptive condition for the adult circadian system, leading to
arrhythmicity in nocturnal rodents. Circadian disruption is a risk factor for developing physiologi-
cal and behavioral alterations, including weight gain and metabolic disease. During early stages of
development, the circadian system undergoes a critical period of adjustment, and it is especially
vulnerable to altered lighting conditions that may program its function, leading to long-term
effects. We hypothesized that during lactation a disrupted light-dark cycle due to light at night
may disrupt the circadian system and in the long term induce metabolic disorders. Here we
explored in pups, short- and long-term effects of constant light (LL) during lactation. In the short
term, LL caused a loss of rhythmicity and a reduction in the immunopositive cells of VIP, AVP, and
PER1 in the suprachiasmatic nucleus (SCN). In the short term, the affection on the circadian clock
in the pups resulted in body weight gain, loss of daily rhythms in general activity, plasma glucose
and triglycerides (TG). Importantly, the DD conditions during development also induced altered
daily rhythms in general activity and in the SCN. Exposure to LD conditions after lactation did not
restore rhythmicity in the SCN, and the number of immunopositve cells to VIP, AVP, and PER1
remained reduced. In the long term, daily rhythmicity in general activity was restored; however,
daily rhythms in glucose and TG remained disrupted, and daily mean levels of TG were signifi-
cantly increased. Present results point out the programming role played by the LD cycle during
early development in the function of the circadian system and on metabolism. This study points
out the risk represented by exposure to an altered light-dark cycle during early stages of
development.

Abbreviations:

AVP: arginine vasopressin peptide; CRY: cryptochrome; DD: constant darkness; DM: dorsomedial;
LD: light-dark cycle; LL: constant light; NICUs: neonatal intensive care units; P: postnatal days; PER:
period; S.E.M.: standard error of the mean; SCN: suprachiasmatic nucleus; TG: triglycerides; VIP:
vasointestinal peptide; VL: ventrolateral; ZT: zeitgeber time.
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Introduction

The shift of daily activities toward the night is
increasing the number of hours that individuals
are exposed to light at night. It is known from
experimental and clinical studies that light at
night affects the circadian system inducing circa-
dian disruption, which is a risk factor for develop-
ing metabolic and physiological disturbances
(Fonken and Nelson 2014), including overweight
and dyslipidemia (Evans and Davidson 2013;
Laermans and Depoortere 2016).

Light at night is becoming a threat not only for
the adult population but for younger individuals:
babies and young children in the daily family

environment are exposed to light for long hours
in the night (Cho et al. 2015). Moreover, reports
from low-weight newborn infants staying in
Neonatal Intensive Care Units (NICUs), where
light is usually kept on during the complete 24 h
cycle, indicate a loss of the sleep-wake cycle (Mann
et al. 1986; Mirmiran and Ariagno 2000) and fail-
ure to gain weight (Brandon 2002; Vasquez-Ruiz
et al. 2014).

The light-dark (LD) cycle entrains directly the
suprachiasmatic nucleus (SCN), the biological
clock, that drives circadian rhythms in different
organs and systems in mammals (Mohawk et al.
2012). The SCN is a bilateral structure located in
the anterior hypothalamus, divided in a
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ventrolateral (VL) and a dorsomedial (DM) region
(Moore et al. 2002). The VL region contains cells
that mainly express the vasoactive intestinal pep-
tide (VIP), and these neurons mainly receive pho-
tic input via the retinohypothalamic tract (Hattar
et al. 2002; Panda et al. 2005), allowing the photic
entrainment with the LD cycle (Duffy and Wright
2005). The lack of VIP cells impairs the rhythmi-
city of locomotor activity (Aton et al. 2005) and of
electrical activity in the SCN (Brown et al. 2007).
The DM region mainly contains neurons that
express the arginine vasopressin peptide (AVP)
(Mieda et al. 2015). This region is related to the
clock mechanisms transmitting the circadian mes-
sage to other brain areas and to the periphery (Li
et al. 2009; Mieda et al. 2015).

At the cellular level, circadian rhythms are driven
by two interactive positive and negative transcrip-
tional feedback loops that drive recurrent rhythms of
RNA and protein levels of clock genes (Ko and
Takahashi 2006). The transcription-translation feed-
back loop is composed of clock genes such as Period
(Per1-3), Clock, Bmall, Cryptochrome (Cryl, 2),
Rev-erb alpha and Rora. The first loop is composed
of the CLOCK-BMALI heterodimers that activate
the rhythmic transcription of the three per genes
(per1, per2, and per3) and two cryptochromes (cryl
and cry2) genes. The gene perl is a key participant in
the molecular feedback loop and is critically involved
in resetting the endogenous neural clock to light
signals (Albrecht et al. 2001; Nagano et al. 2009).
The second loop is induced by CLOCK: BMALLI
heterodimers activating transcription of retinoic
acid-related orphan nuclear receptors, Rev-erba
and Rora. REV-ERBa and RORa subsequently com-
pete to bind retinoic acid-related orphan receptor
response elements (ROREs) present in the Bmall
promoter. The circadian oscillation of Bmall is
both positively and negatively regulated by RORs
and REV-ERBs (Albrecht and Ripperger 2009; Ko
and Takahashi 2006).

Entrainment to the day-night cycle is a crucial
strategy to ensure full adaptation of an individual to
the cycling environment and to permit efficient
responses along the daily temporal cycle (Reppert
and Weaver 2002). Constant light (LL) or light at
night in adult rodents induces a loss of rhythmicity in
the electrical activity and in the expression of AVP,
VIP, and PERI in the SCN (Isobe and Nishino 1998;
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Ohta et al. 2005). It also induces the loss of circadian
behavioral patterns and a loss of metabolic balance,
leading to dyslipidemia and overweight (Baez-Ruiz
et al. 2017; Fonken et al. 2010; Kooijman et al. 2015).
It is important to highlight that both nocturnal and
diurnal rodents are affected by LL exposure. A study
performed in a diurnal rodent (Arvicanthis ansorgei)
demonstrated that LL impairs clock gene expression
in the retina (Bobu et al. 2013). In grass rats. dim
light at night induced depress behavior and reduced
dendritic length in the hippocampus (Fonken et al.
2012).

During gestation and lactation, the circadian sys-
tem is not fully mature, and it undergoes important
developmental adjustments until the first three post-
natal weeks (Shibata and Moore 1988). Gestational
exposure to constant light disrupted rhythms in AVP
and c-Fos in the SCN of newborn mice, and this effect
was restored by a restricted feeding protocol
(Novékovi et al. 2015). The neonatal SCN in rodents
can perceive changes in environmental light even
days before the animal opens the eyes (Sumova et al.
2012). The adjustment of its functionality and con-
nections occur during the first two postnatal weeks
(Bendova et al. 2004; Shibata and Moore 1987), and
during this developmental period, the SCN is vulner-
able to postnatal lighting experience (Canal-Corretger
et al. 2001; Sumova et al. 2012). Little is known about
how LL in early stages of development may affect the
circadian and metabolic systems. Main effects of con-
stant conditions during lactation include a decreased
number of neurons and glial cells in the SCN
(Cambras et al. 2005; Canal et al. 2009) and a decrease
in Per1-GFP expression (Ciarleglio et al. 2010) also, a
decrease in the number of positive c-Fos and tyrosine
hydroxylase cells in the SCN after a light pulse
(Brooks et al. 2011; Smith and Canal 2009).

Knowing that a disrupted circadian system leads
to a loss of metabolic balance, in this study, we
aimed to explore the short- and long-term effects
of LL during lactation on the developing biological
clock and on metabolic variables.

Material and methods
Animals and general conditions

Newborn Wistar rats were kept in acrylic cages
(45x30x35cm) and housed in soundproof lockers



designed for an automatic monitoring system with
controlled lighting conditions, temperature
(22 + 2°C), and humidity. Lactating females were
exposed to a 12:12h LD cycle; lights-on at 07:00h
(Zeitgeber time, ZT0) lights-off at 19:00h (ZT12).

Experimental design

For this study, 4 series of 6-8 primiparous preg-
nant rats (200-250 grams) were used. The result-
ing pups were exposed to different lighting
conditions, and the effects were evaluated in a
short (P23) and a long term (P90). The day of
birth (considered postnatal day 0 = PO) litters
were adjusted to 10 pups with an equal number
of males and females and were randomly assigned
to one of the following lighting conditions from PO
to P23:

® LD; pups exposed to a 12:12 light-dark cycle.
® DD; pups in constant darkness.
® LL; pups in constant light (250-350 lux).

To provide an LD cycle to nursing female mothers,
pairs of nursing females were organized to be
switched every 12 h from the LL litter to the DD
litter and back. As a control of the daily switching,
the nursing females of the LD groups were also
organized in pairs and were exchanged every 12 h.
Litters that lost pups during the first postnatal days
could continue when n = 8; however, they were
discarded when the number of pups was below 8.

For the short-term analysis, half of the male rats
in each litter were euthanized and perfused at P23
(weaning). For the long-term determinations, the
other half was left to grow to P90 in a 12:12 LD
cycle. From P23 to P40 pups were maintained in
collective cages in groups of 5 animals of the same
condition and sex. From P40 to P90 male rats were
housed in individual cages and placed in the mon-
itoring system for assessment of general activity.
These same conditions were maintained after P90.

This project was reviewed and approved by the
commission for ethics investigation 142/2014, fol-
lowing recommendations of the Official Mexican
standard on technical specifications for the pro-
duction, care and use of laboratory animals
(NOM-062-ZO0-1999).

23

CHRONOBIOLOGY INTERNATIONAL (&) 3

General activity monitoring and analysis

General activity was continuously monitored with
tilt sensors placed under the home cages as pre-
viously reported (Escobar et al. 2007). Behavioral
events were collected with a digitized system and
stored automatically every minute in a PC for
further analysis. The analysis was performed with
the program for PC SPAD9 version 1.1.1 designed
for this system and based on Matlab (Omnialva SA
de CV).

During lactation general activity of the complete
litter was evaluated from P15 to P23 to build
temporal profiles of daily activity (n = 6 litters/
condition). For the long-term effects, rats were
individually monitored from postnatal day 70 to
90 (n = 10/group). After P90, some rats (n = 3/
group) were maintained under DD conditions
during 10 days in order to observe their free-run-
ning pattern.

With data accumulated in 15-min intervals,
double-plotted actograms were constructed.
Movement counts were normalized to the propor-
tional percentage of the daily activity and were
represented as mean activity waveforms. The per-
iod for each experimental phase was estimated
with a X periodogram.

Brain and blood sample extraction

At P23 and P90, animals were euthanized at ZTO,
ZT6, ZT12, and ZT18 according to the LD group.
An overdose of sodium pentobarbital (0.63 grams/
kg; Pisabental, Pisa agropecuaria S.A. de CV,,
Mexico), was injected i.p. and rats were perfused
through the left ventricle into the aorta. P23 pups
were perfused with 150 ml of saline solution 0.9%
followed by 150 ml of 4% paraformaldehyde in
phosphate buffer (PB, 0.1 Mm, pH 7.2) and picric
acid (0.2%); rats at P90 with 250 ml of saline
followed by 250 ml of paraformaldehyde. In the
dark phase, rats were anesthetized in darkness,
once unconscious; their eyes were covered to pre-
vent the exposure to light and were immediately
perfused. After perfusion, fat tissue was dissected
from the omentum, mesentery, and epididymis
and was weighted.

Brains were removed and post-fixed for 72 h
and were cryoprotected in 30% sucrose. For P23,
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we collected n = 5 samples/group/time point; for
P90, we collected n = 4 samples/group/ time point.

Blood samples (240 ml) were collected before
starting the perfusion and placed in Eppendorf
tubes (1.8ml) containing a clot-activator gel. The
samples were centrifuged at 2500 rpm for 10 min.
Plasma was stored in 80pl aliquots at —45°C until
further analysis. Aliquots were processed with
commercial colorimetric kits for Triglycerides
(TG) (TGML-0250ELItech, France) and Glucose
(GPSL-0250ELItech, France.

Immunohistochemistry

Brains were cut at —20°C in 40-um coronal sections
containing the SCN and collected in 4 series. One
series was incubated for 72 h at 4°C in PERI1 anti-
body made in goat (Santa Cruz Biotechnology,
USA); a second series was incubated with an anti-
body made in rabbit for the protein VIP (Alpha
Diagnostic International, San Antonio TX); a third
series was incubated with an antibody made in
rabbit for the protein AVP (kindly given by Dr.
RM Buijs). Series of 12 brains (4/group) were incu-
bated with the same antibodies for the 4 temporal
points. All antibodies were diluted 1:1000 in incuba-
tion medium (0.25% gelatin MERCK, 0.5% Tritén
X-100 (Sigma-Aldrich) and PBS 0.1 Mm, pH 7.2).

After incubation in the primary antibody, sec-
tions were incubated for 2 h in biotinylated sec-
ondary antibody (goat anti-rabbit for VIP and
AVP and anti-goat for PERI1; Vector
Laboratories) 5:1000 in incubation medium fol-
lowed by incubation in 1.4% avidin-biotin-perox-
idase complex (Vectastain Elite ABCKit; Vector
Labs, USA) for 2 h at room temperature. Tissue
was rinsed three times for 10 min between incuba-
tions. The reaction was visualized with diamino-
benzidine (0.05 mg/10ml, in Trizma buffer preset
pH7.2) reacted with 30% hydrogen peroxide (35ul/
100ml). Sections were mounted on gelatin-coated
slides and dehydrated in a series of alcohols,
cleared in xylene, and coverslipped with Entellan
(Merck).

Cell count

To quantify the number of positive cells for AVP,
VIP, or PERI in the SCN, representative slices of
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the medial SCN (bregma -1.30) were chosen
according to the atlas from Paxinos and Watson
(1998). Images were examined under a light
microscope (Olympus BX41; Olympus, Japan)
and captured at a 20x magnification using a com-
puterized image analysis system (MetaVue 4.5,
Universal Imaging Corporation, Downingtown,
PA, USA). The number of positive cells of AVP
and VIP was counted bilaterally in a double-blind
fashion. PERI positive cells were counted using
the “analyze particles” tool in Image] software.

Statistical analysis

Data were classified by groups and are represented
as the mean + standard error of the mean (S.E.M.).
For general activity, day versus night activity was
compared with a Students t-test. The x-square
periodogram was used to determine circadian
rhythmicity for daily general activity. Body weight
gain was analyzed with a two-way ANOVA for the
factors: group and time as a factor of repeated
measures. For each group, the daily temporal
changes of the cell count of AVP, VIP, and PERI
in the SCN, as well as for glucose and TG, were
compared with a one-way ANOVA. Total levels of
glucose, TG, and fat mass were compared among
groups with a one-way ANOVA. All ANOVAs
were followed by a Tukey multiple-comparisons
post hoc test. Statistical analysis and construction
of graphs were performed with the software Graph
Prism 6.0.

Results

Constant conditions during lactation impaired
general activity patterns

Control litters exhibited robust daily rhythms syn-
chronized to the LD condition (Figure 1(a,b)
upper graphs) and displayed most of general activ-
ity during the night (T = 9.1, df = 10, P = .001;
Figure 1(c)), while litters in constant conditions
(DD and LL) did not exhibit a rhythm in general
activity with a similar proportion between subjec-
tive day and subjective night (DD, T = 0.8, df = 10,
P =043; LL; T = 1.1,df = 10, P = 0.25; Figure 1(c)).
The )(2 periodogram test (Figure 1(d)) revealed
that 100% of the LD litters were rhythmic, under
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Figure 1. General activity of groups maintained in a light-dark cycle (LD) in constant darkness (DD) or in constant light (LL) during
lactation. a) Representative double-plotted actograms of general activity depicting the 23 days of lactation (represented on the
ordinate axis). White and black horizontal bars (bottom of actograms) represent light and dark, respectively. b) The daily mean
proportion of general activity counts for each group (N = 6 litters/group). ¢) The total proportion of day-night activity, the asterisk
indicates a significant difference between day and night (p < 0.05). d) Examples of periodograms obtained for days P15-P23. Parallel
lines represent statistical significance at p < 0.05, p < 0.01 and p < 0.001. It can be observed that in constant light conditions the

24 h peak does not reach statistical significance.

DD conditions 33% of litters were rhythmic, while
under LL conditions only one litter out of 6 (16%)
was rhythmic.

Constant conditions during lactation disrupted
daily rhythms of VIP, AVP, and PERT1 in the SCN

In the LD pups, VIP-immunopositive cells were den-
sely distributed in the ventral part of the SCN and
exhibited a clear daily rhythm with peak values at ZT0
and low values at ZT12 and ZT18, the cosinor analysis
confirmed a significant 24 h cycle (P = 0.01) with peak
values at ZT = 1.37. The one-way ANOVA indicated a
significant effect of time (F (3,16 = 6.72, P = 0.003).
Pups kept under DD and LL did not show changes in
time of VIP in the SCN (for DD, F (3,6 = 0.60,
P = 061 and for LL, F 46 = 061, P = 0.6];
Figure 2 top row), the cosinor analysis confirmed a
no significant 24h cycle (P = 0.21 for DD and P = 0.2
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for LL). The mean number of immunopositive VIP
cells found per section was decreased in DD (11 + 1)
and LL conditions (11 + 1) when compared with the
LD group (16 + 1). The one-way ANOVA indicated
(F (2, 57 = 5.311, P = 0.0077; see representative images
in Figure 3).

For the LD pups, a clear rhythm of AVP was
observed with the highest value at ZT6 and the
lowest number at ZT18. The one-way ANOVA
indicated a significant effect of time (F
(3.16) = 5.071, P = 0.01), and the cosinor analysis
confirmed a significant 24 h cycle (P = 0.001).The
DD group also showed a significant change in time
with a peak at ZT18 and low values at ZT6 and
ZT12 (F.6) = 527, P = 0.01), and the cosinor
analysis confirmed a significant 24 h cycle
(P = 0.001), while pups in the LL group did not
show changes in time (F(;,6 = 0.24, P = 0.86;
Figure 2 middle row) the cosinor analysis
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Figure 2. Daily rhythms of VIP, AVP, and PER1 immunopositive cells in the suprachiasmatic nucleus. Daily protein expression profile
of VIP (top row) AVP (middle row) and PER1 (bottom row) showing 4 temporal points along 24 h (ZT0, ZT6, ZT12, and ZT18) for pups
maintained during lactation in LD, DD and LL (N = 5/ temporal point) at P23; asterisks indicate ** = P < 0.01. White and black
horizontal bars indicate light and dark conditions or subjective day and night according to the LD group. Temporal waveforms are
double-plotted to visually improve the observation of daily rhythms.

AVP
ZT18

Figure 3. Representative coronal images (20x) showing the location of VIP (left column), AVP (middle) and PER1 (right) in the SCN.
Images represent time points for the highest and the lowest levels according to the LD group. Scale bar 100 um.

confirmed a no significant 24 h cycle (P = 1.1).The
mean number of immunopositive AVP cells per
section under DD (34 + 3) and LL (11 + 1) was
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significantly decreased as compared with the LD
group (55 + 5) (Fp57 = 33.96,p < 0.0001; see
representative images in Figure 3).



In brains obtained from pups reared under
an LD cycle, a clear rhythm of PER1 was
observed (F(s,6) = 3.924, p = 0.02) with high
values at ZT6 and low values at ZT18, and the
cosinor analysis confirmed a significant 24 h
cycle (P = 0.004) In the DD and LL groups, a
low amplitude oscillation was observed, and the
ANOVA did not indicate statistical differences
due to time (F = (5,6) 2.30, p = 0.11; and
F = (3,16) 1.15, p = 0.35; respectively; Figure 2,
bottom row). The mean number of immunopo-
sitive PER1 cells per section was decreased in
DD (807 + 50) and LL (670 + 47) conditions
when compared with the LD group (996 + 46)
(F (2,57) = 11.52, p < 0.0001; the cosinor analysis
confirmed a significant 24 h cycle for DD group
and a no significant 24 h cycle for LL group
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Constant light during lactation induced
increased weight gain and disrupted daily levels
of glucose and triglycerides

Rats exposed during lactation to LL showed a
significant increase in body weight gain as com-
pared with the LD and DD groups. Differences
were observed since P7 and were maintained
until the end of lactation (interaction time X
groups F (5171) = 23.06, P < 0.0001; Figure 4(a)).
The total fat mass was significantly lower for the
DD group, while LD and LL pups showed similar
values (F (5,4 = 6.52, P = 0.005; Figure 4(b)).

In the LD pups, plasma glucose and TG levels
showed a daily rhythm with high values during the
night and low levels during the day (F
Ga2s) = 17.69, P < 0.0001 for glucose and F (;,
28y = 7.70, P = 0.0007 for TG). Pups in DD also

P = 1.14); see representative images in . .
Fi 3) ) P 8 exhibited a daily rhythm of glucose and TG (F;,
igure 3).
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Figure 4. Metabolic variables at P23. a) Body weight gain from PO to P23 (n = 20 animals/group). Animals reared under LL
conditions showed increased body weight as compared to the LD and DD groups (¥ = p < 0.05). b) Total fat mass was taken from
the omentum, mesentery and epididymus (n = 9) (** = p < 0.05). ¢) Daily rhythms of serum glucose (e) and triglycerides (n = 8/
group/temporal point) were absent in animals that were reared under an LL cycle during lactation. Mean daily levels of glucose and
triglycerides were not significantly increased due to constant conditions (d and f). In C and D temporal waveforms are double-

plotted to visually improve the observation of daily rhythms.
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28) = 5.21, P = 0.005 for glucose, (F, »g) = 5.217,
P = 0.03 for TG), contrasting, pups exposed to LL
did not show a daily fluctuation in glucose (F
(328) = 0.94P = 0430) and TG (F(325) = 1.10,
P = 0.3625; Figure 4(c,d)). The daily mean glucose
(F (293 = 243, P = 09) and TG (E(5, 43) = 1.32,
P = 0.26) values were not different among groups
(Figure 4(e,f)).

Exposure to an LD cycle until P90 reversed the
effects of constant conditions during lactation in
locomotor activity

To evaluate the long-term effects of constant con-
ditions during lactation on general activity, we
exposed all animals to an LD cycle from weaning
to adulthood (P90). We found that all animals
(LD, DD-LD, and LL-LD) exhibited robust daily
rhythms entrained to the LD cycle (Figure 5(a,b)).
All animals from the LD (t = 35.1, df = 26,
P < 0.0001), DD (t = 20.73, df = 24, P < 0.0001)

and LL (t = 20.70, df = 26, P < 0.0001) groups
showed a significant difference between day and
night activity (Figure 5(c)). The y* periodogram
confirmed that 100% of the rats displayed 24 h
rhythms (Figure 5(d)), indicating that exposure to
an LD cycle after weaning is sufficient to restore
daily rhythms in general activity. After P90 three
rats of each condition (LD, DD, and LL) were left
in DD during 10 days. The x* periodogram con-
firmed that all rats maintained a circadian pattern
under DD conditions (LD =25 h DD = 24.3 h and
LL 24.2 h; Figure 5(e)).

Exposure to an LD cycle until P90 did not restore
the daily rhythm of AVP, VIP, and PER1 in the
SCN of LL-LD rats

To determine the long-term effects of constant
conditions during lactation on the SCN, we eval-
uated the number of positive cells for VIP, AVP,
and PERI cells along a 24 h LD cycle. The LD-LD

Sy
PERIOD =25

PERIOD =24.2

Figure 5. General activity of LD, DD, and LL. a) Representative double-plotted actograms, depicting 20 days of recording represented
on the ordinate axis, white and black horizontal bars (bottom of actograms) represent day and night, respectively. b) The daily mean
proportion of general activity for each group. c) The proportion of general activity for day and night, asterisks show a significant
difference between day and night (**** = p < 0.0001). d) Examples of periodograms obtained from P70 to P90, indicating significant
24 h cycles, the parallel lines represent statistical significance at p < 0.05, p < 0.01 and p < 0.001 (N = 6 /group) €) Representative
double-plotted actograms represent general activity during an LD cycle and 10 days in DD (dark screen; n = 3).
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group exhibited daily changes in VIP with high
levels at ZT0 and ZT6 and lowest values at ZT18
(F 312) = 4.9, P = 0.01), and the cosinor analysis
confirmed a significant 24 h cycle P = (0.01). The
DD-LD group showed a daily changes of VIP that
did not reach statistical significance along time (F
(3,12) = 2.4, P = 0.11), and the LL-LD group exhib-
ited constant values along the 24 h (F (55) = 0.7,
P = 0.56; Figure 6 top), while the cosinor analysis
confirmed a significant 24 h cycle for DD group
P = 0.03 and a no significant 24 h cycle for LL
group P = 0.26). The mean number of immuno-
positive VIP cells in a section in the DD group
(14 £ 1) and LL (12 £ 0.5) was reduced as com-
pared with the LD group (17 + 1) (F (545 = 6.8,
P = < 0.05; see representative images in Figure 7).

In LD animals, AVP showed a daily rhythm
with a peak at ZT6 and the lowest number at
ZT18 (F (312 = 4.86, P = .019), animals under
DD-LD also exhibited a rhythmic pattern for this
protein (F (312 = 8.02, P = 0.003), and the cosinor
analysis confirmed a significant 24h cycle
(P = 0.008), however with an inverted peak at
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ZT18 and a reduced number at ZT6. Contrasting
LL-LD animals did not show a 24 h fluctuation (F
G.12) = 0.70, P = 0.56, Figure 6 middle), and the
cosinor analysis confirmed a significant 24h cycle
for DD group (0.0005) and a no significant 24 h
cycle for LL group (P = 0.51).

The mean number of immunopositive AVP
cells in a section was not different between groups
(LD: 28 + 1, DD: 27 # 2, LL:22 + 1(F (545 = 21.3,
P = 0.26; see representative images in Figure 7).

The LD group showed a daily rhythm of PER1
immunoreactivity with the highest number of cells
at ZT12 and a reduced number at ZTO (F (5
12) = 474, P = 0.02). A similar daily pattern was
observed in the DD-LD group (F (352 = 3.99,
P = 0.03), the cosinor analysis confirmed a signifi-
cant 24h cycle P = (0.001) while in the LL-LD
group showed a low amplitude rhythm, however
with a changed temporal pattern, and that reached
statistical significance, reaching peak values at ZT0
(F3,12) = 4.64, P = 0.02; Figure 6 bottom), the
cosinor analysis confirmed a significant 24 h
cycle for DD group (P 0.035) and a no
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Figure 6. Daily rhythms of VIP, AVP, and PER1 inmunopositive cells. Daily fluctuations of VIP (top) AVP (middle) and PER1 (bottom)
for LD, DD-LD, and LL-LD groups in 4 temporal points at P90. N = 5/ group and temporal point. * = p < .05. White and black
horizontal bars indicate light and dark conditions. .Temporal waveforms are double-plotted to visually improve the observation of

daily rhythms.
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Figure 7. Representative coronal images (20x) showing the location of VIP (left column), AVP (middle) and PER1 (right) in the SCN.
Images represent time points for the highest and the lowest levels according to the LD group. Scale bar 100 pm.

significant 24 h cycle for LL group (P = 0.59). No
significant differences were found in the mean
number of immunopositive PERI1 cells/section
among the groups (LD:290 + 23, DD:324 + 26,
LL:249 + 17 (F (5, 45 = 2.1, P = 0.12; see represen-
tative images in Figure 7).

Exposure to an LD cycle until P90 did not restore
the metabolic state

Exposure to an LD cycle after weaning reversed
the effects of constant light on body weight gain.
No significant difference was observed among
groups (for the interaction groups X time (F
(18269) = 0.49, P = 0.95; Figure 8(a)). However,
the total fat mass was significantly higher in the
LL-LD group as compared with the LD and DD-
LD groups (F (2, 24y = 8.07, P = 0.02; Figure 8(b)).

The LD group showed a 24 h rhythm in serum
glucose and TG with higher levels of both variables
during the night-time, glucose showed a peak at
ZT18 (F (328 = 5.75, P = 0.003) and TG showed
the highest levels at ZT12 (F (320) = 3.06, P = 0.05).
Both DD-LD and LL-LD groups showed no sig-
nificant rhythms for both variables (the DD group
F (328) = 1.07, P = 0.37 for glucose and (F (5
20) = 0.33,P = 0.79 for TG; the LL group (F
(3.28) 0.84P = 047 for glucose and (F
(320) = 0.15,P = 0.92 for TG; Figure 8(c,d)). The
mean daily levels of TG along 24 h were signifi-
cantly higher in DD-LD and LL-LD rats as
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compared with the control group (F (60) = 4.3,
P = 0.01), while no differences were found for the
24 h mean glucose levels (F (393) = 2.6, P = 0.07;
Figure 8(e,f)), indicating long-term effects on
metabolism caused by the lighting conditions dur-
ing lactation.

Discussion

Artificial light at night has shown to exert adverse
effects on the circadian system, metabolism, and
general health in adult rodents (Fonken and
Nelson 2014; Kooijman et al. 2015) as well as in
humans (Chang et al. 2015; Haim and Zubidat
2015). The present study highlights the impact of
light at night during lactation, which is a critical
moment for the development of the circadian sys-
tem and for metabolic regulation. While constant
darkness decreased the amplitude of the day-night
rhythm of immunopositive cells in the SCN, of
activity patterns and metabolic rhythms; constant
light abolished rhythmicity in all variables
explored; moreover, it decreased immunopositive
cells of VIP, AVP, and PERI. Exposure to an LD
cycle after lactation imposed a rhythmic pattern in
general activity but failed to restore circadian reg-
ulation of VIP, AVP, and PERI, indicating a per-
manent impairment to the SCN by LL during
lactation. The metabolic state of adult rats also
indicated a permanent impact on metabolic
regulation.
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and DD groups (¥ = p < 0.05). In C and D temporal waveforms are double-plotted to visually improve the observation of daily

rhythms.

Previous studies have reported that constant
lighting conditions during lactation can disrupt
both the development of the SCN and behavioral
patterns in developing pups (Borniger et al. 2014;
Brooks and Canal 2013; Canal-Corretger et al.
2001). In the present study, most of the litters
exposed to DD and LL conditions were arrhyth-
mic in their locomotor activity. It is important to
highlight that activity patterns collected with our
monitoring system were the result of movements
related to the maternal behavior combined with
the activity from the pups. However, actograms
show that in the last third of lactation (P15-P23)
the pup s activity contributed importantly to the
daily pattern. While DD pups exhibited low
amplitude rhythms, LL pups were steadily
arrhythmic, which confirmed data previously
reported (Canal-Corretger et al. 2000; Ohta
et al. 2006).
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The circadian system and physiological func-
tions of various organs change through develop-
ment and reach circadian regulation in postnatal
days (Yamazaki et al. 2009). During lactation, the
nursing mother entrains pups via behavioral and
physiological cues (Davis and Gorski 1988).
Maternal entrainment is the main temporal signal
until the pup acquires the capacity to entrain to
the LD cycle (Sumova et al. 2012). The feeding
pattern plays a relevant role in the entrainment
process, especially for peripheral oscillators. In
nature, when pups are nursed in burrows, feeding
schedules are imposed by the lactating mother and
the transition of self-feeding and progressive exit
from the nest is important for metabolic and phy-
siologic rhythms in the pups (Caba and Gonzélez-
Mariscal 2009). When pups switch from nursing
during the day to eating food at night, feeding
periods are the entrainment signal of peripheral
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oscillators (Yamazaki et al. 2009) This process was
possibly disturbed in our study in DD and LL
pups, since during the third week of lactation,
that is where they start to eat by themselves, they
were not exposed to an LD cycle. This condition
may have impaired the functional interaction
between the SCN and peripheral tissues that are
established in the second postnatal week
(Yamazaki et al. 2009).

In our results, a possible link between circadian
disruption by LL and metabolic dysfunction may
be the inhibition of melatonin by light (Tapia-
Osorio et al. 2013). Maternal melatonin is released
in the breast milk (Rowe and Kennaway 2002) and
plays an important role in mediating glucose
homeostasis and in the programming of metabolic
strategies (Ferreira et al. 2012; Nogueira et al.
2011). Taking the above into account, we imple-
mented an experimental manipulation that only
exposed the nursing pups to constant conditions
and permitted to keep the lactating females in a
12:12 LD cycle. This procedure prevented that
constant conditions would modify hormonal and
metabolic fluctuations in the mother that could
alter the pups.

Behavioral analysis, protein evaluation in the
SCN and metabolic rhythms indicate that pups
were not able to develop circadian rhythms
under constant conditions, especially under LL.
Exposure to LD after lactation imposed a defined
rhythm in general activity with predominant activ-
ity at night, suggesting that, effects observed in
general activity in the DD and LL pups can be
reversed by LD exposure after lactation. Similar
effects were reported in rats and mice raised in
LL or DD and exposed to an LD cycle after lacta-
tion (Canal-Corretger et al. 2000; Ohta et al. 2006).

The entrainment of the locomotor activity to an
LD cycle after lactation might be suggesting a
masking response to the alternating light-dark
conditions (Mrosovsky 1999) in which other
brain structures might be guiding the observed
rhythm in general activity. Probably, daily rhyth-
micity can also be driven by photic signals reach-
ing directly other areas of the brain (Hattar et al.
2006). In this study, we have not explored other
hypothalamic regions or areas receiving retinal
input, and thus it is relevant that further studies
explore the effects of constant lighting conditions
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on the development. In a study by Husse et al
(Husse et al. 2014), mice with a genetically ablated
SCN were able to maintain synchronized daily
oscillations in peripheral oscillators and phase
relationships were preserved, as long as they were
kept in an LD cycle. However, when they were
exposed to constant conditions (DD), rhythms
were dampened and later were desynchronized.
Such findings suggest that light input can synchro-
nize behavior and peripheral clocks via SCN inde-
pendent pathways. For that reason, exploration of
the SCN- hypothalamus projections will be neces-
sary in order to better understand the mechanisms
underlying the altered metabolic daily rhythms.

We showed that in the short term, constant
conditions caused a loss of rhythmicity in glucose
and TG serum levels and increased body weight
gain in LL pups. In the SCN, a reduced number of
immunopositive cells for VIP, AVP, and PERI
cells were observed and a loss of rhythms in both
DD and LL groups. This is in agreement with
previous findings, indicating a reduction of neu-
rons and glial cells in the SCN of rodents exposed
to constant conditions during lactation (Cambras
et al. 2005) pointing out lactation as a critical
period of plasticity and the development of
the SCN.

In the long term, the reduction of VIP cells
combined with altered temporal patterns at P90,
even after exposure to the LD cycle, indicate per-
manent changes of the VIP region in the SCN.
Contrasting, the DD-LD group recovered rhyth-
micity; the high values of AVP were shifted toward
at night, and the peak of PER1 was found at the
same time that the LD group, at the beginning of
the night, similar as described by Bae et al. (Bae
et al. 2001). It is difficult to speculate what factor
drove AVP and Per 1 out of phase in our DD-LD
group; this indicates that long-term effects on the
SCN were not sufficient to eliminate the circadian
regulation. One limitation of our study is that we
only sampled 4 temporal points, which does not
permit an accurate estimation of acrophases.
Different studies have reported that after electro-
lytic lesions, survival of at least 25% of any portion
of the SCN is sufficient to generate rhythmic func-
tion (Davis and Gorski 1988; Van Den Pol and
Powley 1979). We found at P90, more than 70% of
VIP and 80% AVP cells in DD-LD and LL-LD



groups, respectively; this can be sufficient to main-
tain circadian locomotor activity. Thus, we can
suggest that in spite of an affected SCN, long-
term adaptations occurred in order to enable
expression of daily behavioral rhythms.

Contrasting with the apparent recovery in daily
locomotor activity rhythm in our study, rhythms
in the SCN and metabolites were still disrupted,
especially in the LL rats, indicating a long-term
effect on the metabolic variables due to the early
lighting experience. At metabolic level, exposure to
LD after lactation prevented further body weight
gain; however, it did not reverse adverse effects on
glucose and TG rhythms, and the altered levels of
TG in the DD-LD rats indicate that adverse effects
on metabolism are not exclusive of LL and may be
associated with the lack of an alternating day-night
cycle during lactation.

Conclusions

Data presented here indicate a putative program-
ming effect of the lighting conditions during early
stages of development for the circadian system and
metabolic regulation.

Present results highlight the importance of the
day-night alternation in early stages of develop-
ment and indicate that lactation is a critical period
where constant lighting conditions can program
and exert adverse long-term effects on the circa-
dian and the metabolic system.

Our results point out the relevance of keeping a
day-night alternation in environments where
infants are nurtured, for example, the NICUs, or
at home in the children’s room, to enforce the
maturation of the circadian system and to prevent
circadian and metabolic disturbances in further
stages of life.
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PUBLICACION #2

Dado que las condiciones constantes de luz son capaces de generar
alteraciones a largo plazo en los ritmos circadianos decidimos evaluar el papel
gue ejercen estas condiciones durante la etapa de lactancia sobre la retina, que
es la principal via de entrada de luz hacia el NSQ. Decidimos evaluar la
morfologia de la retina, la densidad de sus proyecciones al NSQ, asi como su
funcionalidad al transmitir la sefial fotica al NSQ por medio de un modelo de jet-
lag.

5. Objetivos
5.1. Objetivos especificos

5.- Describir al final de la etapa de lactancia (P23) y al final de la etapa adulta
(P90) el efecto de condiciones constantes de luz durante la lactancia sobre la
morfologia de las capas que conforman a la retina.

6.- Determinar al final de la etapa de lactancia (P23) y al final de la etapa adulta
(P90) a corto y largo plazo la inervacidon desde la retina al NSQ por medio de la
inyeccion de un trazador anterégrado (CTB).

7.- Determinar y al final de la etapa adulta (P90) a largo plazo el efecto de un
pulso de luz sobre la expresion de c-Fos en el NSQ en animales criados bajo
condiciones constantes de luz durante la lactancia.

8.- Determinar en ratas adultas criadas bajo condiciones constantes de luz
durante la lactancia, el niumero de ciclos que les toma resincronizarse a un

avance de fase de 6 horas durante su etapa adulta.
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5.2 Hipotesis especificas

+ H5.- Las ratas expuestas a LL durante la lactancia mostraran una
reduccion en el numero de células ganglionares de la retina al final del
destete (P23) y al final de la etapa adulta (P90).

* H6.- Las ratas expuestas a LL durante la lactancia mostraran al final de
la etapa de lactancia (P23) y al final de la etapa adulta (P90) una

reduccion en la inervacion desde la retina hacia el NSQ.

+ H7.- Las ratas expuestas a LL durante la lactancia mostraran al final de
la etapa adulta (P90) una reduccién de células positivas a c-Fos en el

NSQ posterior a un pulso de luz.

+ H8.- Las ratas expuestas a LL durante la lactancia mostraran al final de
la etapa de lactancia (P90) un mayor numero de ciclos para

sincronizarse a un avance de fase de 6 horas.
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6. Materiales y métodos

6.1 Animales y condiciones generales

Se utilizaron ratas de la cepa Wistar obtenidas el dia de su nacimiento (PO)
del bioterio general de la Facultad de Medicina de la UNAM y se mantuvieron
en el bioterio del Departamento de Anatomia en cajas de acrilico (45x30x35).
Las camadas junto con la madre lactante se mantuvieron en lockers disefiados
con un sistema de monitoreo automatico que controla las condiciones de luz.
Las crias se mantienen juntas entre si y junto a su madre. Las madres
lactantes fueron expuestas a un ciclo de LO / 12:12, donde el encendido de luz
fue a las 07:00 h (ZTO) y el apagado a las 19:00 horas (ZT12), las crias son

mantenidas junto a la madre en cajas de acrilico.

La manipulacion experimental se realizé del nacimiento (PO) al destete (P23).
Se evaluaron los efectos a corto plazo de la condicion de desincronizacion al
destete, y en una segunda etapa (P90) con la finalidad de observar los efectos
de programacion a largo plazo.

Se emplearon 4 ratas Wistar primiparas prefiadas (200-2509), las cuales
posteriormente alimentaron a sus crias recién nacidas durante los primeros 23
dias. Al nacimiento se ajustaron las camadas de 8 a 10 crias con igual nimero

de hembras y machos, y se formaron los siguientes grupos:
. LO; crias expuestas a un ciclo LO 12/12.
. OO; crias expuestas a oscuridad constante
. LL; crias expuestas a luz constante (300 luxes).

6.2 Consideraciones Eticas.

Todos los procedimientos se realizaron siguiendo las recomendaciones de
la norma Oficial Mexicana sobre “Especificaciones técnicas para la produccion,
cuidado y uso de animales de laboratorio” (NOM-062-Z0O0-1999). Este estudio

fue aprobado por el comité de ética de la Facultad de Medicina 142/2014.
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6.3 Disefio experimental

Grupos:

e Crias Control (LO): nacidas de hembras en condiciones de libre acceso
al alimento y al agua, fotoperiodo 12:12 y condiciones estandar de
bioterio. Se mantuvieron en estas condiciones durante su desarrollo
postnatal (de PO a P23).

e Crias en luz constante (LL): Del nacimiento (PO) y hasta el destete (P23)
se mantuvieron en condiciones de luz constante. Para evitar que las
madres lactantes se expusieran a esta condicion, las madres se
intercambiaron entre ellas cada 12 horas. Estuvieron en una condicion
de LL y después de 12 horas, amamantaban una camada que estaba
en condiciones de OO, esto con la finalidad de mantener a las madres
en un ambiente de L/O.

e Crias en oscuridad constante: Del nacimiento (P0) hasta el destete (P23)
estuvieron expuestas a oscuridad constante durante las 24 horas. Para
evitar que las madres lactantes se expusieran a esta condicidn, las
madres se intercambiaron entre ellas cada 12 horas. Estuvieron en una
condicion de OO y después de 12 horas, amamantaban una camada
gue estaba en condiciones de LL, esto con la finalidad de mantener a las
madres en un ambiente de LO.

Algunas crias fueron utilizadas para los experimentos a corto plazo (P23), otras
crias se utilizaron para las evaluaciones a largo plazo (P90). Para ello, se
colocaron 4-5 crias del mismo sexo y misma condicion de lactancia en
condiciones de LO desde el dia P23 a P70. A partir del dia P70 al P90 se
colocaron en cajas individuales para monitorear su actividad general como se

indica mas adelante.

5.3 Intercambio de madres lactantes.

Durante los primeros 23 dias las crias fueron alimentadas por ratas
lactantes mantenidas en un ciclo de LO/12:12. Para lograr el ciclo LO en las
madres de las crias OO y LL, estas, pasaban 12 horas con una camada bajo
LL y 12 horas con una camada bajo OO. Las madres de los grupos LO se

intercambiaron también como una estrategia de control para la manipulacién
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diaria. Estas madres LO se intercambiaron entre si. El prendido de la luz fue a
las 07:00 h. y el apagado a las 19:00 h.

El dia 23 las ratas fueron destetadas y separadas de la rata madre y divididas
en hembras y machos se alojaron en jaulas de la misma condicién, todas se
mantuvieron bajo el mismo ciclo ambiental LO (12h: 12h) y tuvieron libre
acceso al agua y al alimento hasta el ultimo dia del registro experimental (dia
90).

5.4 Registro automatizado de actividad general

El registro conductual se realizé por medio de un sistema automatizado de
actividad que utiliza sensores de presion colocados debajo de cada habitat de
las ratas. Estos sensores estan conectados a una PC que recolecta las veces
gue son activados por el movimiento de las ratas y acumula las cuentas cada
minuto, lo que nos proporciona informacion sobre la cantidad de veces que la
rata se mueve en un determinado tiempo y a lo largo de 24 h.
La PC convierte el registro de los sensores en actogramas, los cuales son
representaciones graficas en donde la acumulacién de cuentas del registro se
grafica en forma de barras. Estas graficas se ordenan horizontalmente cada 24
horas, lo que permite visualizar dia por dia la actividad de los animales.
Ademas, la computadora muestra el registro en doble gréafica, para que se
pueda apreciar mejor la actividad de cada dia. Los datos de conducta se
analizaron con el programa SPAD 9 disefiado para nuestro laboratorio (SPAD9
version 1.1.1 basado en Matlab, Omnialva SA de CV).

Estas pruebas permiten determinar la organizacién temporal bajo los distintos
tratamientos. Para determinar el pico de actividad (acrofase) se utiliz6 un
andlisis de cosinor que se basa en el ajuste de una curva sinusoidal y por
estimacion algebraica se determina el momento de maxima expresion, Y (t) = M
+Acos (2mt/t +¢) +e(t) M=mesor, A=amplitud, ¢=acrofase, t=periodo,
e(t)error). Para los efectos a largo plazo, las ratas fueron monitoreadas

individualmente desde el P70 al P90 (n=10/ grupo).
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5.5 Obtencion de tejido

El dia P23 y P90 las ratas se anestesiaron con una sobredosis de
pentobarbital (0.63 g/ kg; Pisabental, Pisa agropecuaria S.A. de CV., México) y
fueron perfundidas a través del ventriculo izquierdo del corazon hacia la arteria
aorta. Al P23 se utiliz6 aproximadamente 150 ml de solucion salina isoténica al
0.9% seguido de 150 ml de paraformaldehido al 4.0% en buffer fosfato (PBS,
0.1 M, con un Ph de 7.2) y acido picrico (0.2%); las ratas al P90 fueron
perfundidas con 250 ml de salina y 250 ml de paraformaldehido. Cuando los
sujetos estuvieron expuestos a su fase de obscuridad, fueron anestesiados y
una vez inconscientes, se les cubrieron los ojos para prevenir la exposicion a la
luz y fueron inmediatamente perfundidos. Se extrajeron los cerebros con ayuda
de instrumental quirdrgico y se post fijaron en paraformaldehido al 4.0%
durante una hora. Posteriormente los tejidos fueron almacenados en sacarosa

al menos 24 horas para su crioproteccion.
5.6 Histologia de la retina

Al dia P23 (n=4/grupo) y al P90 (n=4/grupo), se anestesio y perfundi6 a las
ratas con 250 ml de salina seguido de 250 ml de paraformaldeido (PFA) al 4%
en 0.1Mm de buffer de fosfato (PB) con un pH de 7.2. Los ojos fueron
removidos y post fijados en PFA 4% por 2 horas, pasadas las 2 horas se
realizaron 3 lavados en PB, 0.1Mm, pH 7.2 para posteriormente ser
deshidratados y sumergidos en parafina. Secciones transversales de la retina
(6 um) fueron tefiidas por el método de hematoxilina-eosina (HE, Sigma
#H9627). Posteriormente las secciones fueron montadas y visualizadas bajo un
microscopio de luz (Olympus BX41; Olympus, Japan). La captura de las
microfotografias se realizo con un objetivo de 20x con el sistema de analisis de
imagenes (MetaVue 4.5, Universal Imaging Corporation, Downingtown, PA,
USA). Las imagenes tomadas de la retina fueron posteriormente analizadas
usando el software ImageJ. El grosor de cada capa de la retina fue obtenido
usando la herramienta “straight”. Se realiz6 la medicion del grosor en cada una
de las capas de la retina tal como lo realizo Mengual, 2014 (Mengual et al.
2014) de cada capa de la retina para cada una de las condiciones (LO, LL,
00).
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Las capas de la retina a evaluar se clasificaron de la siguiente forma: capa de
fotoreceptores, membrana limitante externa, capa nuclear externa, capa
plexiforme externa, capa nuclear interna, capa plexiforme interna y capa de
células ganglionares. El niumero de células ganglionares se conté usando la
herramienta “multi-point” en un segmento de 325 um de la retina, y utilizando

una estrategia de doble ciego.
5.7 Proyecciones de la retina hacia el NSQ

El dia P23 y P90 (n=3/grupo) los animales se anestesiaron con la
combinacion de ketamina/xilazina (0.18 ml y 0.1ml; 36 mg/kg, 6,2 mg/kg
respectivamente), bajo anestesia los animales recibieron una inyeccién
unilateral e intravitreal de la subunidad B de la toxina de colera (CTB) como
trazador, (5pL, CTB- Sigma-Aldrich). Concretamente, se ha demostrado que el
empleo de CTB es adecuado para el trazado de las conexiones retinofugales
(Prichard et al., 2007).

La metodologia seguida fue la siguiente: una vez inmovilizados los animales,
se accedio al globo ocular y se utilizé una jeringa Hamilton de 10 pl (Hamilton,
Reno, NV). Se inoculo un volumen total de (5puL de CTB al 0.1% en agua
destilada en el humor vitreo, la aguja se dejé en el espacio vitreo durante 1
minuto para minimizar el reflujo de la céanula. Cinco dias después de la
inyeccion (P28 y P95) los animales fueron sacrificados con una sobredosis de
pentobarbital y perfundidos con 250ml de salina y en seguida una
administracion de 250ml de PFA al 4%. Los cerebros fueron removidos y post
fijados por 24 horas, crioprotegidos en una solucion de sacarosa al 30% por un
periodo de 48-72 horas, posteriormente fueron congelados y cortados a —20°C
en secciones coronales de 35 ym. Las secciones obtenidas fueron procesadas
con el anticuerpo anti toxina de coélera (anti-CTB made in rabbit, 1:2000; Sigma-
Aldrich), con este anticuerpo se reconocieron las células infectadas desde la
retina hacia el NSQ y después fueron procesados mediante el procedimiento
de avidina biotina seguido de la tincion mediante 3,3 - diamino benzidina.

Las secciones fueron montadas y visualizadas bajo un microscopio de luz

(Olympus BX41; Olympus, Japan), la captura de las imagenes se realizé con
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un objetivo de 10x y se evaluaron con el software Image J para determinar el

area ocupada por las fibras marcadas en el NSQ.
5.8 Respuesta del NSQ a un pulso de luz

Con la finalidad de poner a prueba la funcionalidad de las proyecciones de la
retina hacia el NSQ, un subgrupo de ratas de cada condicién (LD, OO y LL) al
dia P70 se expusieron a condiciones constantes de oscuridad durante 3 dias,
al cuarto dia bajo OO las ratas recibieron un pulso de luz de 250 lux por 1 hora
en su respectivo CT6. Una vez concluido el pulso de luz, los animales fueron
perfundidos usando la misma metodologia descrita en parrafos anteriores. Los
cerebros fueron removidos y post fijados por 24 horas en PFA 4%,
posteriormente fueron crioprotegidos en una solucién de sacarosa al 30%,
congelados y cortados a -20°C en secciones coronales de 35um. Las
secciones de tejido fueron incubadas en anticuerpo para c-Fos (rabbit
polyclonal, 1:2500; Millipore Corp., USA).

5.9 Re-sincronizacion ante un avance de fase de 6 horas

Ratas de P50 (n=6/grupo, LD-LD, DD-LD, LL-LD) se colocaron en el
sistema de monitoreo de actividad locomotora, se obtuvo una linea base de
registro de actividad locomotora de P63-P70. En P70 los animales fueron
expuestos a un avance de fase de 6 horas, esto se realiz6 apagando la luz de
los sistemas de registro en ZT6. A partir del cambio de fase los animales fueron
monitoreados durante los 6 dias siguientes. Se realizdé un analisis de cosinor
(descrito arriba) para determinar las nuevas acrofases de actividad locomotora.
La acrofase esperada se obtuvo a partir de la resta de la acrofase durante la
linea base menos las 6 horas del avance de fase. Este valor fue comparado
contra la media de las acrofases de cada dia transitorio. Si se encontraba
diferencia estadistica entre el valor esperado y la media de la acrofase de cada
uno de los dias transitorios esto indicaba que los animales aun no habian

alcanzado una resincronizacion.
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6. Analisis estadistico

Los datos fueron organizados por grupos y estan representados como
la media * error estandar de la media (E.E.M.). Todos los analisis de ANOVA
fueron seguidos por una prueba post-hoc Tukey para comparaciones mdultiples.
Para el andlisis del grosor de las capas de la retina, densidad Optica y la
expresion de c-Fos se realiz6 un ANOVA de 1 via seguido de un andlisis post-
hoc de Tukey. Con el fin de cuantificar el nimero de dias que los animales de
cada uno de los grupos tardaban en resincronizarse a un avance de fase de 6
horas, hicimos una prueba t de Student y un ANOVA de 1 via. Todo el analisis
estadistico y la construccion de gréaficas se realizaron con el software Graph
Prisma 6.0.
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7. RESULTADOS

7.1 La luz constante indujo alteraciones en la morfologia de la retina a
corto y alargo plazo.

A corto plazo las retinas pertenecientes al grupo bajo el ciclo LO tuvieron una
distribucion normal en cada una de las capas. La capa de fotorreceptores
(conos y bastones) mostro una morfologia normal; la membrana limitante
externa no mostro cambios estructurales; la capa nuclear externa mantuvo un
grosor normal y con células heterogéneas; la capa plexiforme externa mostro
capilares bien definidos y una correcta alineacion; la capa nuclear interna
mostro nucleos definidos con algunos capilares entre ellos, la capa plexiforme
interna tuvo un grosor normal y finalmente las células ganglionares mostraron

heterogeneidad en el tamafio de los ndcleos.

Las retinas del grupo OO tuvieron una menor heterogeneidad. La capa de
fotorreceptores (conos y bastones) fue mas amplia que el grupo control LO; la
membrana limitante externa no tuvo modificaciones estructurales; la capa
nuclear externa mostro un mayor espacio intercelular a diferencia del grupo
control LO pero con un grosor normal; la capa plexiforme externa muestra
capilares definidos; la capa nuclear interna tuvo nacleos mas grandes y menos
tefiidos, ademas de un mayor espacio intercelular a diferencia del grupo
control, la capa plexiforme interna tuvo una grosor normal y finalmente las
células ganglionares también mostraron heterogeneidad en el tamafio de sus

nucleos.

Las retinas de las ratas del grupo LL mostraron una perdida notable de la capa
de fotorreceptores (conos y bastones) a diferencia de los grupos LO y OO;
ademas la membrana limitante externa tuvo un menor tamafo.; La capa
nuclear externa mostro un grosor anormal, vacuolizacion y menor cantidad
celular; mientras que la capa plexiforme externa tuvo vacuolizacion y edema; la
capa nuclear interna mostro perdida de ndcleos y kariorexis; la capa plexiforme

interna demostrd estar menos eosinofilica ademas de gliosis a expensas de
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microglia, finalmente las celulares ganglionares reflejaron degeneracion

y pignosis.

Al realizar el analisis estadistico, las retinas de los animales criados bajo
condiciones de LL mostraron en P23 cambios morfolégicos caracterizados por
un decremento en el grosor de las capas que la componen (Fig. 1A),
especialmente en la capa de fotorreceptores (F (2,9) = 10.05 P=<0.005) y la de
las células ganglionares (F (29) =6.128 P=<0.02). El numero total de células
ganglionares fue menor en el grupo LL y en el grupo OO en comparacion con el
grupo LD (F (2,9) =6.679, P=<0.01; Figura 1B).
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Figura 1. Efectos de las condiciones de luz sobre la morfologia de las retinas de ratas al finalizar la etapa de
lactancia (P23). En A) se muestra el andlisis morfométrico cuantitativo de cada capa, B) Numero de células
ganglionares, C) microfotografias representativas de la retina de un sujeto por grupo, barra de escala=30p, *p=<0.05.

PHL (photoreceptor layer), ELM (external limiting membrane), ONL (outer nuclear layer), OPL (outer plexiform layer),

INL (inner nuclear layer), IPL (inner plexiform layer), GC (ganglion cell layer) por sus siglas en ingles.

46



A largo plazo las retinas del grupo LD mostraron una disminucion y cambio
morfologico en la capa de fotorreceptores, sin embargo, cada una de sus capas
se mantuvieron definidas. Las retinas de este grupo mantuvieron una
distribucién normal en la membrana limitante externa no mostro cambios
estructurales; la capa nuclear externa mostro grosor normal; la capa plexiforme
externa mostroé una correcta alineacion; la capa nuclear interna mostro nucleos
definidos con algunos capilares entre ellos, la capa plexiforme interna tuvo un
grosor normal y finalmente las células ganglionares mostraron heterogeneidad
en el tamafo de los nucleos, sin embargo hubo una modificacion morfolégica

con mayor espacio entre los nucleos.

Las retinas bajo condiciones de OO-LD mostraron una ligera atrofia retinal,
aunque preservando cada una de sus capas, no hubo una reduccién
significativa en la membrana limitante externa, sin embargo, la capa nuclear
externa mostro una reduccion en el tamafio de la capa. La capa nuclear interna
mostro un mayor espacio intercelular a diferencia del grupo control, la capa
plexiforme interna tuvo un grosor normal, pero hubo una modificacion a nivel
morfologico, las células ganglionares mostraron diferencias en el tamafio de
sus nudcleos y en la morfologia, la capa nuclear externa, la capa plexiforme
externa, mostraron una disminucion en el tamafio, ademas de que esta Ultima
mostro desplazamiento. La capa plexiforme mostro un grosor anormal y
finalmente la capa de las celulares ganglionares reflejaron degeneracion y en
Su organizacion.

Ademas de una reduccion en el grosor, un punto importante en los resultados
de las retinas de animales en la etapa adulta es que hay capas que
desaparecieron por completo, el epitelio pigmentario ha desaparecido, aunque
los segmentos externos e internos se degeneraron.

Las retinas de las ratas del grupo LL mostraron una amplia perdida de la capa
de fotorreceptores (conos y bastones) a diferencia de los grupos LO y LO-OO,
asi como de la membrana limitante externa y de la capa nuclear externa y de la
plexiforme externa. La capa nuclear interna permanecié relativamente intacta.
Sin embargo, las capas mostraron atrofia, un cambio notable en la arquitectura

y la organizacion de la retina. Hubo remanentes de las capas nuclear interna y
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la capa plexiforme interna. Las células ganglionares también permanecieron,

aunqgue se vieron desorganizadas.

A largo plazo (P90), en las ratas de la condicion LL-LO, encontramos un
decremento en la capa de fotorreceptores (PHL) en comparacion con el grupo
LO-LO y OO-LO (F (29) =11.14, P=<0.05). Otra capa afectada fue la capa
nuclear externa (ONL) la cual también se encontré reducida en grosor, cuando
fue comparada con los grupos LO-LO y OO-LO (F (29) =5.613, P=<0.05;
Fig.2A).
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Figura 2. Efectos de las condiciones de luz sobre la morfologia de las retinas de ratas al finalizar la etapa adulta
(P90). En A) se muestra en andlisis morfométrico cuantitativo de cada capa, B) Numero de células ganglionares, C)
microfotografias representativas de la retina de un sujeto por grupo, barra de escala=3030 pm, *p=<0.05. PHL
(photoreceptor layer), ELM (external limiting membrane), ONL (outer nuclear layer), OP (outer plexiform), INL (inner

nuclear layer), IPL (inner plexiform layer), GC (ganglion cell layer) por sus siglas en ingles.

48



6.2 Las condiciones constantes de luz indujeron un decremento en la
densidad de inervacion hacia el NSQ.

El experimento con el trazador CTB revel6 que los axones de las células
ganglionares proyectan tanto a la region ventrolateral como a la region
dorsomedial del NSQ (Figura 3A). A corto plazo (P23) los animales criados bajo
condiciones de LL mostraron una baja en la densidad de inervacién hacia el
NSQ al evaluar el &rea total ocupada por el CTB (F (2,6) =14.982, P=0.004). Al
hacer el analisis por &rea, sOlo el grupo bajo condiciones de LL mostré
diferencias significativas en la region ventral (F (2,6) =12.92, P=0.006), sin
embargo, en la region dorsal no hubo diferencias entre los grupos (F= (2,4) =
11.55, P=0.008), (Figura 3 Ay B).

Al dia P90 el grupo de animales bajo OO-LO mostr6é un patron total de
inervaciéon menor comparado con el grupo LL-LO Y LO-LO (F (2,6) =6.935,
P=0.027). Al hacer el analisis por regién encontramos diferencias significativas
entre los grupos al evaluar la regién ventrolateral (F (2,6) =1.290, P=0.3419),
sin embargo, solo el grupo LL-LO mostré diferencias significativas con respecto
a los grupos DD-LO y LO-LO en la regiéon dorsal (F (2,6) =12.71, P=0.007).
(Figura 3 Cy D).
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Figura 3. Proyeccion del tracto retinohipotalamico en el nicleo supraquiasmatico de animales expuestos a diferentes
condiciones de luz al finalizar la etapa de lactancia (P23) y la etapa adulta (P90). La inyeccion con CTB se realizé en la

camara interna de un solo ojo, es decir de manera unilateral; las fibras se detectaron inervando la mayor parte del

volumen de los dos nicleos supraquiasmaticos. A. Area ocupada por la Inervacion de fibras marcadas con CTB
provenientes del TRH al final de la etapa de lactancia (P23). B) Microfotografias representativas del nucleo
supraquiasmatico medial que muestran inervacion de CTB desde la retina al final de la etapa de lactancia. C) Area

ocupada por la Inervacion de fibras marcadas con CTB provenientes del TRH al final de la etapa adulta (P90). D)

Microfotografias representativas del ndcleo supraquiasmatico medial que muestran inervacion de CTB desde la retina

al final de la etapa adulta (P90 No se observa alteracion en el transporte del CTB de la retina hacia el Nucleo

Supraquiasmatico.
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6.3 La respuesta de c-Fos en el NSQ después de un pulso de luz se redujo

en animales expuestos a LL.

Después de un pulso de luz durante una hora (ZT6-ZT7), el grupo LD
mostré un incremento en la inmunoreactivdad para c-Fos tanto en la region
ventral como dorsal del NSQ. El numero total de células positivas a c-Fos en
los grupos OO-LO y LL-LO se vio disminuido en comparacion con el grupo LD
(F (2,12) =39.93, P=<0.0001). Este efecto fue también observado en la regién
ventral (F (2,12) =11.78, P=<0.005) y en la region dorsal después del pulso de
luz (F (2.12) =14.33, P=<0.005), (Figura 4A 'y B).
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Microfotografias representativas del ndcleo supraquiasmatico medial que muestran células positivas para c-Fos una
hora después del pulso de luz.
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6.4 Las ratas expuestas a condiciones de luz constate durante la lactancia
tardaron mas ciclos transitorios para resincronizarse después de un

avance de fase de 6 horas.

La inspeccion visual de los actogramas nos permitié identificar que
durante la linea base todas las ratas exhibieron un ritmo diario de actividad
locomotora (Figura 4A, C y E). Para el grupo LO, la media de la acrofase se
encontré en ZT18 y para los grupos OO-LO y LL-LO se encontré en ZT17.53 y
ZT17.35, respectivamente. Después de un avance de fase de 6 horas, el grupo
control mostré 6 ciclos transitorios para la resincronizacion de la actividad
locomotora cuando se analizo el dltimo dia del analisis (t=0.3629, df=5, P=0.05
t test; Fig. A y B). Los animales bajo las condiciones de OO-LO y LL-LO no
fueron capaces de re sincronizarse después de 6 dias (OO-LO t=4.344, df=5,
P<0.05, LL-LO t=3.488, df=5, P<0.05; Fig.4 C- F).
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7. DISCUSION

Con el presente estudio determinamos que las condiciones constantes de
luz durante la lactancia generan un impacto negativo sobre el desarrollo del
sistema circadiano y sobre la regulacion metabdlica. Otros estudios han
observado efectos adversos similares sobre el metabolismo y sobre la salud en
roedores nocturnos adultos y en humanos (Chang, et al, 2015; Haim & Zubidat,
2015). En esta tesis observamos que las condiciones constantes de luz (luz u
obscuridad constantes) ejercen efectos adversos en el desarrollo del sistema
circadiano, nuestros resultados muestras que tras la exposicién a un ciclo LO
después de la lactancia, se revirti6 el patrén arritmico de la actividad
locomotora, sin embargo, no se restaur6 el patrén circadiano de VIP, AVP, y
PER1, lo que generd una alteracion a largo plazo sobre la funcion del NSQ. Las
condiciones constantes de luz durante la lactancia también indujeron cambios
morfologicos en la retina, asi como una disminucién en el niumero de células
ganglionares, en la inervacion hacia el NSQ via el TRH, asi como dificultad en
la capacidad de NSQ para responder a la luz y a un cambio de fase de 6 horas.
Nuestros resultados indican que las condiciones de iluminacion
constante durante las primeras etapas de desarrollo tienen efectos negativos,
no sélo a corto plazo, en la edad adulta, también se observé un efecto
negativo, sobre la funcion del sistema circadiano y en la regulacién de variables
metabdlicas.

Estudios previos han demostrado que las condiciones de luz constante durante
la lactancia pueden alterar el desarrollo del NSQ y alterar los patrones de
actividad locomotora general en etapas tempranas del desarrollo. (Canal et al.,
2000; Ohta et al., 2005). Los resultados de esta tesis confirman este efecto ya
que, la mayoria de las camadas expuestas a las condiciones de LL mostraron
patrones de actividad locomotora arritmicos. Los actogramas obtenidos en esta
tesis durante la etapa de lactancia son una representacion de la camada total,
es decir se refleja la actividad general de las crias y la actividad de las madres
gue amamantaban cada 12 horas, La primera fase (23 dias) es un registro de
la actividad locomotora de las ratas neonatas junto con la rata madre lactante.

El registro conductual del grupo LL mostro un decremento en la cantidad de
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actividad durante las 24 horas con un patron arritmico. Nuestros resultados
también coinciden con los de Hidenobu en 2006 (Hidenobu et, al. 2006) donde
las ratas neonatas bajo condiciones de luz constante muestran arritmicidad y
disminuye su actividad locomotora.

Nuestro trabajo aporta informacion novedosa ya que las crias expuestas a OO
exhibieron ritmos de baja amplitud, indicando que es la falta de un ciclo diario
de LO la que tiene efectos adversos. Este mismo efecto fue observado sobre el
NSQ, siendo evidente una baja amplitud o la pérdida de ritmos observada en
las fluctuaciones diarias de VIP, AVP y PER1, que se reflejo en la pérdida de
ritmos en los niveles séricos de glucosa y TG. Efectos similares sobre el NSQ
se habian descrito previamente en roedores adultos expuestos a LL, en donde
los ritmos de ARNm de VIP y AVP se veian abolidos en ratas expuestas
durante tres semana a condiciones de LL, (Isobe & Nishino, 1998), lo cual
concuerda con nuestros resultados.

Ademas de la pérdida de ritmicidad en el NSQ, bajo condiciones constantes,
encontramos una reduccion en el numero de células inmunopositivas para VIP,
AVP y PERL. Previamente una reduccion de neuronas y células gliales en el
NSQ de roedores expuestos a condiciones constantes durante la lactancia
habia sido descrita (Cambras et al.,2015) , sefialando a esta etapa como un
periodo critico para la plasticidad y el desarrollo del NSQ.

Los efectos encontrados sobre el NSQ persistieron a los 90 dias postnatales, lo
cual indica que la falta del ciclo LO durante la lactancia tiene efectos a largo
plazo sobre el sistema circadiano. Es importante indicar que, aungque se vieron
disminuidas las células positivas a VIP y AVP, estas células estaban presentes
en el NSQ en la etapa adulta, estas células, fueron suficientes para generar
actividad locomotora circadiana a largo plazo. Diferentes estudios han
demostrado que después de lesiones electroliticas, la supervivencia de al
menos 25% de cualquier porcion del NSQ es suficiente para generar ritmicidad
(Davis & Gorski, 1988; Van den Pol & Powley, 1979), comparado con este
estudio, nosotros encontramos al diaP90, mas del 70% de células en
comparacion con el grupo LD, tanto para AVP y VIP en los grupos OO-LO y LL-
LO, lo cual explicaria porque los animales vuelven a presentar una conducta

de sincronizacion
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Durante la lactancia, la madre es capaz de sincronizar a las crias a traves de
sefales conductuales vy fisiolégicas (Christ & Von Gall, 2012; Davis & Gorski,
1988). La sincronizacidn materna es necesaria hasta que la cria adquiere la
capacidad de sincronizarse por si misma con en el ciclo LO (Sumova et al.,
2012). Diferentes estudios han demostrado que durante la gestacion la
melatonina materna juega un papel importante para la sincronizacion de las
crias y para el desarrollo del sistema circadiano, asi como del metabolismo
(Ferreira et al., 2012; Mendez et al., 2012; Rowe & Kennaway, 2002). Toki y
colaboradores (Toki et al., 2007) demostraron en ratas que las condiciones de
iluminacion alteran la regulacién circadiana en la madre lactante y alteran las
interacciones madre-hijo, lo cual genera a largo plazo trastornos en la conducta
emocional y produce déficits cognitivos. Tomando en cuenta estos resultados,
implementamos una manipulacion experimental donde so6lo se expuso a las
crias a condiciones constantes y permiti6 mantener a las hembras lactantes en
un ciclo de 12:12/ LO. Este procedimiento evitd que las madres estuvieran
expuestas a condiciones constantes, lo cual podria haber tenido un impacto
sobre los ritmos hormonales y de variables metabdlicas que podrian alterar a
las crias.

La exposicién a condiciones normales de LO después de la lactancia impuso
un ritmo definido con actividad predominante durante la noche, lo que sugiere
que los efectos observados en la actividad general en las crias bajo OO y
LL pueden revertirse. Efectos similares fueron reportados por Ohta et al. (Ohta
& Mcmahon, 2006) en ratones criados desde PO hasta P20 bajo LL, y que
pasado este tiempo fueron expuestos a LO. Ademas, ratas y ratones criados en
LL u OO aunque pudieron re-sincronizarse al nuevo ciclo de LO, no
recuperaron la amplitud del ritmo conductual (Canal, et al.,2000; Smith & Canal,
2009). Este proceso sugiri6 enmascaramiento ante el nuevo ciclo de LO
(Mrosovsky, 1999) en el que otras estructuras cerebrales podrian estar guiando
el ritmo observado en la actividad general. Se ha propuesto que la ritmicidad
locomotora diaria también pudiera ser influenciada por sefales féticas que
llegan directamente a otras areas del cerebro, ademas, se ha descrito que las

células ganglionares son capaces de proyectar a otras estructuras cerebrales
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como la hojuela intergeniculada, el nacleo predptico ventrolateral, la habenula
lateral, entre otros (Hattar et al., 2006).

En este estudio, no exploramos otras regiones hipotaldmicas o areas que
reciben informacién fética de la retina. En un estudio de Husse (Husse et al.,
2014), los ratones con ablacion genética del NSQ fueron capaces de mantener
los ritmos diarios en los osciladores periféricos y la relacion de fase entre ellos
se preservo bajo un ciclo LO. Sin embargo, cuando fueron expuestos a
condiciones constantes (OO), los ritmos se atenuaron y mas tarde se
desincronizaron. Tales hallazgos sugieren que la via fética puede sincronizar la
actividad locomotora y los osciladores periféricos a través de vias
independientes al NSQ. Por lo anterior consideramos necesaria la exploracién
de la interaccion del NSQ con otros nucleos hipotalamicos, con el fin de
entender los mecanismos que pudieran imponer ritmicidad a la actividad
general, independientes al NSQ.

En una segunda etapa demostramos que la retina, la principal entrada de luz al
NSQ, tuvo un cambio morfolégico y asi como en el nimero de las células
ganglionares en aquellos animales expuestos a condiciones de LL. La retina
mostré una reduccion en su grosor causado por una reduccion en las capas
PHL y GCL al finalizar la etapa de lactancia y en la PHL y ONL en la adultez.
Esta reduccién se observo a corto y a largo plazo, lo cual sugiere un dafio
permanente por las condiciones de LL. Estudios previos han encontrado
resultados similares ( Borges, et. al; 1990; Williams & Howell, 1983), en donde
tras la exposicion a LL la morfologia de la retina de ratas Wistar se vio
modificada.

Se ha propuesto que en ratas albinas la intensidad de luz y la edad son
factores que inducen dafio en la retina (Weisse et al., 1974). En nuestro estudio
es importante resaltar que el nimero de células ganglionares, las cuales
generan las proyecciones al NSQ mostraron una reduccion en ratas expuestas
a LL durante la lactancia. Como se mencion0 previamente, un subgrupo de
células ganglionares, las M1 Brn3b-negativas son las responsables de enviar
informacion fética a la retina al NSQ (Chew et al., 2017). Podemos especular
que la reduccion de CG que encontramos en P23 podria incluir a este subgrupo
de células. Dado que las CG son la principal fuente de luz al NSQ una
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reduccion o pérdida de estas células podria llevar a déficits de la entrada fotica
al sistema circadiano.

Como demostramos previamente los principales péptidos en el NSQ se
encuentran arritmicos ante la exposicion a LL durante la lactancia. La expresion
ritmica de estos péptidos es dependiente en parte de la entrada fdtica,
principalmente la de VIP en la region ventrolateral (Ban,et al.,1997). Por lo
tanto, como encontramos una reduccién en el numero de células ganglionares
decidimos evaluar si los axones de estas células alcanzaban a las células del
NSQ.

Las proyecciones de las CG hacia el NSQ, alcanzaron tanto la region
ventrolateral como la dorsomedial del NSQ, tal como se ha demostrado
previamente en estudios con trazadores neuronales aplicados en la retina
(Hattar et al., 2006). Interesantemente se encontr6 una reduccion en la
densidad Optica de los axones que alcanzan el NSQ en animales criados bajo
LL. Estos resultados corresponden con la reduccién de CG que encontramos,
lo cual sugiere que parte de las células que se perdieron después de la
exposicidon a LL pertenecian al subgrupo de células M1 Brn3b-negativas. Cabe
resaltar, que incluso en P90 después de la exposicion a LD (P23-P90) la
reduccion en la densidad de proyeccion del TRH hacia el NSQ fue evidente, lo
cual sugiere un efecto permanente a largo plazo. Dado que varios grupos han
encontrado que un subgrupo de hasta 200 CGif son capaces de mediar la
maduracién dependiente de luz del reloj circadiano y de las proyecciones
retinogeniculadas (Chew et al. 2017).

Asociado a la reduccién de CG y de la reducida inervacion al NSQ, animales
criados en condiciones constantes de luz (LL y OO) mostraron un decremento
en la respuesta de c-Fos a un pulso de luz tanto en la regién VL como en la
DM. Estos resultados podrian estar relacionados con la reduccion en la
expresion ritmica de VIP, AVP y PER1 observada por nosotros. Otros grupos
han descrito que animales KO del receptor a VIP (VPAC2R) muestran una
reduccion en la expresion de c-Fos ante un pulso de luz (Harmar et al., 2002;
Shen et al., 2000), lo cual sugiere que la respuesta fética esta mediada
parcialmente por las ceélulas VIPérgicas. Las células de VIP de la region

ventrolateral expresan principalmente el gen reloj Perl, el cual ante un pulso de
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luz muestra una reduccion en su expresion (Kuhlman, etal.2003). La carencia
de ritmicidad en células que expresan VIP y PER1 en la region ventrolateral,
podria repercutir sobre la pérdida de ritmo de AVP en la region dorsomedial de
animales criados bajo condiciones constantes de iluminacion, dado que la
interrelacion que existe entre las regiones ventrolateral y dorsomedial es
necesaria para la ritmicidad endégena. En esta funcion las células de AVP son
necesarias para el acoplamiento neuronal entre ambas regiones (VL y DM ;
Mieda et al., 2015b).

En animales LL a pesar de que los principales péptidos en el NSQ fueron
arritmicos, el ritmo de actividad locomotora mostré un patrén sincronizado al
ciclo LO, con mayor actividad durante la fase de oscuridad y menor durante la
fase de luz. Estos resultados pudieran deberse a la supresion de la actividad
locomotora ante la exposicion a luz (efecto de enmascaramiento) (Mrosovsky,
1999; Redlin & Mrosovsky, 1999) ya que las células ganglionares son
suficientes para inervar al NSQ y a otras regiones relacionadas con la actividad
locomotora (Fernandez et al., 2016). Nuestros resultados contrastan con los del
grupo de Cambras (Canal & Cambras, 2000), quienes demostraron que
animales expuestos a condiciones de LL durante la etapa de lactancia se
mantuvieron arritmicos durante le etapa adulta, mientras que otro grupo de
animales a los que se les expuso a LL en una etapa mas tardia se mantenian
arritmicos hasta la edad adulta. Cabe resaltar que estos animales eran
mantenidos toda la vida en LL, lo anterior demuestra que la etapa donde se
aplique la luz constante puede modificar la expresion de la actividad locomotora
en la edad adulta. Dado que en este estudio encontramos una reduccion en el
namero de células ganglionares y en la respuesta del NSQ a un pulso de luz,
proponemos que la entrada de luz hacia el NSQ es suficiente para permitir la
sincronizacion. Sin embargo, esta funcién se vio afectada cuando los animales
fueron retados con un cambio de fase. Bajo esta condicion, se evidencio la
deficiencia del sistema a resincronizarse eficientemente. Mientras que animales
criados bajo LD la resincronizacioén al nuevo ciclo se alcanz6 en 6 dias tal como
ha sido reportado por otros estudios (Yamazaki, 2000), los animales bajo LL y
OO no lograron sincronizarse en 6 ciclos al nuevo ciclo LD. Esto podria estar

relacionado con las alteraciones morfolégicas de la retina y el numero de
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células ganglionares, lo cual coincide con previos hallazgos en donde se ha
encontrado que animales KO especificos de glutamato en las CGif, muestran
un mayor namero de ciclos transitorios para resincronizarse a un avance de
fase de 6 horas (Purrier, et al., 2014). Efectos similares se observaron con
ratones KO de melanopsina que muestran ritmos estables ante un ciclo LD,
pero cuando los animales KO de melanopsina fueron expuestos a un cambio
de fase de luz la respuesta para resincronizarse a un cambio de fase fue un 40
% menos eficiente que en aquellos animales WT (Panda et al., 2002; Ruby et.
al, 2003) .

Se ha demostrado que la ablacién especifica de las células ganglionares
que no inervan el NSQ, no tiene efecto sobre la sincronizacion ante un avance
de fase. Los resultados de esta tesis doctoral muestran que la muerte de
fotorreceptores retinianos afecta a largo plazo a todas las capas de la retina
que pudieran provocar a largo plazo la muerte de las CGR, tal y como otros
autores lo han descrito por un efecto de toxicidad (Villegas-Perez et al, 1998,
Wang y cols, 2003). Se ha demostrado que tras la degeneracion retiniana
pudiera haber una remodelacion retiniana que causa dafios en las CGR como
efectos secundarios a la muerte de los fotorreceptores retinianos, sin embargo
en un estudio de Chen ,2011 (Chen et al.,2011), se demostré que al dejar
intactas las CGs que inervan el NSQ la capacidad de los animales para
adaptarse a un nuevo ciclo LD permanecia intacta, lo cual enfatiza el papel de
las CGs en la adaptacién a los cambios de luz, dado que nosotros encontramos
una reduccién general de células ganglionares, sugerimos que la reduccion de
células ganglionares que encontramos incluye a las células que inervan al
NSQ, ya que los animales LL y OO tomaron un mayor nimero de ciclos

transitorios para adaptarse a un nuevo ciclo LD.

8. CONCLUSIONES

Los presentes resultados destacan la importancia de respetar la periodicidad
entre el ciclo luz-oscuridad. La alternancia dia-noche es vital para el buen
desarrollo postnatal y para el adecuado orden temporal interno guiado por el
sistema circadiano. La lactancia es un periodo critico para el desarrollo y

funcionamiento del sistema circadiano, en esta etapa la iluminacién constante
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puede ejercer efectos adversos a largo plazo y permanentes sobre el sistema
circadiano y metabdlico.

En esta tesis demostramos que el modelo de iluminacion por luz constante es
un valioso modelo para estudiar el aumento de peso durante el desarrollo y la
degeneracion de la retina, dado que encontramos una degeneracion completa
de los fotorreceptores y cambios en la morfologia de la retina, las condiciones

de luz constante indujeron la degeneracion de células ganglionares de la retina.
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