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1.1 Ritmos en la naturaleza

Los ritmos pueden definirse como la repeticion de eventos y/o fenomenos en intervalos
regulares o periodos de tiempo. La ritmicidad es una regla en el universo, tanto en sus
dimensiones microcésmicas como macrocoésmicas: los atomos y moléculas oscilan con
frecuencias caracteristicas, el universo se contraec y expande con un periodo del orden de
millones de afios. Segun el mito griego del génesis, nuestro planeta fue creado por la danza de
la diosa Gaia, una nebulosa de remolinos turbulentos envuelta entre velos blancos que giraba
a través de una oscuridad a la que llamaban Caos (Sahtouris, 1994). La diosa permitio a la
vida auto-organizarse al ritmo de su danza, y diariamente nos encontramos interpretando uno

de sus compases.

La naturaleza ciclica del universo impone variaciones ambientales periodicas sobre la
Tierra conocidas como ciclos geofisicos. Los cambios anuales en la duracion del dia, son
consecuencia de la traslacion del planeta en una oOrbita eliptica alrededor del sol, y estos
cambios estacionales se alternan en los hemisferios debido a la inclinacion del eje del planeta
respecto al plano de la 6rbita. Los cambios diarios en la exposicion de la superficie terrestre al
campo electromagnético generado por el sol, son consecuencia de la rotacion de la Tierra
sobre su eje, esto ultimo ya establecido en el siglo IV por Heraclides del Ponto (Russell,
1992). El periodo medio de revolucion del planeta en la actualidad es de aproximadamente 24
horas y define al dia solar, que se halla caracterizado entonces por fluctuaciones periddicas de
luz y oscuridad (LO). Otro ciclo geofisico importante es el de mareas, cuyo mecanismo
celeste es complejo, pero es producido basicamente por la influencia gravitacional de la luna

en su orbita alrededor del planeta (Morgan, 1991).

Con la excepcion de determinados ambientes cuyas caracteristicas temporales son poco
conocidas, como las cavernas, regiones abisales y orillas de fuentes calientes, las variaciones
en la intensidad luminica sobre la superficie terrestre son evidentes. Si bien la presencia
relativamente constante de factores abioticos puede operar como una fuerte presion de

seleccion, como es el caso de las bajas temperaturas en zonas polares, se ha propuesto que los
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cambios ambientales periddicos son los que han tenido mayor influencia en el modelado
evolutivo (Anhokin, 1974, Pittendrigh, 1981b). Es de esperar entonces que la fisiologia y el
comportamiento de la inmensa mayoria de las especies se haya adaptado y muestre
periodicidades acorde con los ciclos geofisicos mas relevantes para su biologia. Actualmente
se sabe que los ritmos son una propiedad conservada en todos los niveles de la organizacion
de la vida, desde organismos unicelulares procariontes hasta mamiferos y plantas superiores,

desde el nivel celular hasta el organismo como un todo.

1.1.1. ¢ Ritmos exdgenos o endogenos?

En el afio 325 a.C., Androstenes de Thasos da una de las primeras descripciones de
ritmos bioldgicos, detallando el movimiento periddico de las hojas de Tamarindus indicus
(Rotenberg y col., 1997). 2.000 afios mas tarde en el 1729, el astronomo francés Jean Jacques
De Mairan publica sus observaciones sobre la actividad foliar de Mimosa sp., en plantas
aisladas del ciclo LO, lo cual constituyé la primera descripcion formal de un ritmo en
ausencia de variaciones ambientales, sugiriendo su posible naturaleza endogena. Al
considerar las respuestas adaptativas de los organismos a un ambiente ciclico, surge una
dicotomia sobre el origen de las variaciones biologicas ritmicas con correlatos geofisicos:
(son simplemente una respuesta al ambiente de tipo "causa-efecto", o poseen una raiz
orgdnica producto de elementos peridodicos impresos por el ambiente en el curso de la
evolucion? Esta controversia se mantuvo durante muchos afios, pero comenzo a ceder a favor
de la hipotesis de la naturaleza endogena con el hallazgo de ritmos con periodos diferentes a
24 h, con la demostracion de la naturaleza hereditaria de la periodicidad, y con la exclusion de
posibles fuerzas sutiles (como las geomagnéticas) que podrian “filtrarse” en el laboratorio y

conducir la ritmicidad (Rotenberg y col., 1997).

Para determinar las causas enddgenas de los ritmos, se los estudia en ausencia de
variaciones ambientales, o sea en condiciones constantes de exposicion a la luz (LL),
oscuridad (OO), temperatura, humedad, etc. En esta situacion experimental, se dice que el
organismo se encuentra en curso libre, y se define el periodo del ritmo observado como t =
periodo de curso libre. Generalmente, se manifiestan ritmos con ts aproximados a las 24

horas, por lo que se los ha denominado ritmos circadianos (del latin circa, cercano; diem, dia).
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Una amplia evidencia experimental, sostenida en la hipotesis acerca del origen endogeno de
los ritmos, fue extendiéndose mas alla de los primeros estudios en plantas hacia una gran
variedad de especies animales. Del estudio de estos "circarritmos", surgen sus caracteristicas

fundamentales (Aschoff, 1969; Aschoff, 1981):

1- Son ubicuos en la inmensa mayoria de las especies biologicas.

2- Se mantienen por periodos prolongados de aislamiento ambiental: de tratarse de un
mecanismo pasivo, al suprimir la influencia externa la ritmicidad deberia desaparecer, como
si se tratase de una oscilacion amortiguada.

3- Se observa una gran variabilidad intraespecifica de 1, y es siempre constante para los
distintos ritmos del mismo individuo, por lo tanto habiéndose eliminado la fuente de variacion
ambiental, aquélla variabilidad sélo puede explicarse por diferencias genéticas.

4- El periodo de libre curso exhibe poca variacion a lo largo de series de tiempo prolongadas,

como consecuencia de un proceso que cuenta con mecanismos de regulacion.

En este contexto, los ritmos bioldgicos pueden haber surgido en el curso de la evolucion
en respuesta a determinadas variables ambientales ciclicas (exposicion a la luz, temperatura,
humedad, salinidad, etc), que actian como claves temporales o zeitgebers (del aleman Zeit,
tiempo; geber, dador) modelando en los organismos una representacion endogena del tiempo
externo. Colin Pittendrigh plantea el problema de la naturaleza exdgena vs. endogena de los
ritmos biologicos desde la perspectiva evolutiva, de modo que en sus origenes los seres vivos
se someterian al orden temporal impuesto por el ambiente, y conforme evolucionaron
"asimilando" el tiempo externo dieron origen a su propia organizacion temporal. Asi el
correlato bioldgico-geofisico se explica por la impresion original del ambiente, mientras que
sus diferencias se deben a las caracteristicas particulares de las especies para adaptarse al

medio ambiente (Pittendrigh, 1981b).

Sin embargo, ;cual seria el valor adaptativo de un ritmo endodgeno con periodo diferente
al del zeitgeber ambiental? De expresarse su periodo endogeno, el ritmo se iria desfasando
continuamente de las condiciones periddicas ambientales. Siguiendo un principio de
homeostasis predictiva, la regulacion del medio interno estaria basada en la capacidad de los

ritmos para sincronizarse con el ambiente. Entonces el valor adaptativo de los ritmos
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biologicos reside principalmente en su capacidad de sincronizacidon con el programa temporal
del ambiente, que de este modo resultaria predecible para los organismos en pro de elaborar

respuestas fisiologicas y conductuales anticipatorias.

La seleccion natural ha aprovechado la predictibilidad de un ambiente ciclico. Las
especies se han adaptado al ambiente explotando una miriada de nichos ecoldgicos disponible
en la bidsfera, definidos tanto por caracteristicas permanentes como ciclicas. Ademas, las
fases diurna y nocturna del dia solar posibilitan una compartimentalizacién en nichos
temporales: existen organismos de habitos diurnos, que manifiestan ritmos de
actividad/reposo de 24 horas con la fase de actividad durante las horas del dia, otros de
habitos nocturnos que se muestran activos durante la noche, y los que son activos en las
transiciones luminosas del amanecer y el crepusculo. El significado adaptativo de ciertas fases
de actividad puede encontrarse en los aspectos temporales de las interacciones entre especies,
como es el caso del parasito de la malaria, el cual se dirige mayormente a la circulacion
periférica cuando el mosquito Aedes egyptii, que lo disemina entre sus huéspedes, se
encuentra activo. En el caso de las plantas crasuldceas que viven en ambientes secos, el
proceso integro de la fotosintesis se da durante el dia, mientras que la fijacion de CO; ocurre
durante la noche, existiendo un ritmo nocturno en la apertura de los estomas para evitar una
excesiva transpiracion. Ejemplos clasicos de coevolucion como el de las angiospermas y sus
polinizadores muestran adaptaciones morfologicas reciprocas, asi como también ritmos
sincronizados de apertura de flores y de actividad recolectora. La apertura y cierre de las
flores de ciertas plantas inspiré a Carolus Linneo el disefio de su "reloj floral", en el que la

hora se mide mediante la observacion de flores que se abren o cierran a horas precisas del dia

(Fig. 1).
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Figura 1. Reloj floral de Carolus Linneo.

Otra propiedad importante de los ritmos reside en la base de los fendmenos
fotoperiodicos, que ocurren especialmente en zonas de estacionalismo marcado, como la
floracion de las plantas angiospermas, la diapausa y los morfos estacionales de los insectos
holometabolos, el aletargamiento invernal (torpor, hibernacién) propio de mamiferos de
pequeio tamafo, como los érdenes Chirdptera, Rodentia e Insectivora (Eckert y col., 1990).
Ante la ocurrencia de un ambiente predecible, los organismos pueden realizar ajustes en sus
funciones para anticiparse a periodos de condiciones desfavorables. Si bien en algunas
especies el control de los fendémenos fotoperiddicos puede estar sujeto a mecanismos pasivos
tipo reloj de arena, en otras como en el hamster el rol de los ritmos es generar un modelo de
coincidencia externa para establecer la direccion del cambio ambiental (Binkley, 1990;

Pittendrigh, 1981b).

1.1.2. Clasificacion de los ritmos bioldgicos

Los ritmos biologicos medidos en ambientes controlados muestran periodos de curso
libre similares al periodo del ritmo geofisico mas relevante para el organismo. Franz Halberg
introdujo el prefijo "circa" para caracterizar esta periodicidad endogena relacionada a la
variable ambiental de influencia, en sus experiencias de aislamiento el ciclo diario de

luz/oscuridad, por lo que los ritmos hallados eran "circadianos" (Halberg, 1959). Por otro
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lado, Jiirgen Aschoff extendi6 el concepto, hallando periodicidades "circamareales",

"circalunares" y "circanuales". Los ritmos bioldgicos se presentan abarcando un amplio rango

de frecuencias, y pueden ser clasificados de acuerdo a ellas.

Frecuencias de ritmos bioldgicos

ALTA FRECUENCIA | FRECUENCIA MEDIA | BAJA FRECUENCIA
t<0.5hs. 0.5 <t <3dias t >3 dias
Regiones de los ritmos |t~ 0.10 seg. Ultradiano: 0.5 <t <20h | Circaseptano: T ~ 7 dias
T~ 0.01 seg. Circadiano: 20 <t <28 h [ Circadiseptano: t~ 14 d
etc. Infradiano: t© > 28 hs. Circavigintiano: T = 20 d
Circamareal: T = 12 hs. Circatrigintano: T ~ 30 d
Circanual: t = | afio
Ritmos en: Electroencefalograma Suefio-Vigilia Apareamiento
Electrocardiograma Actividad-Reposo Desarrollo gonadal
Respiracion Movimientos oculares Migracion
Peristalsis Componentes en sangre, | Menstruacion
orina, etc.
Temperatura
Procesos metabdlicos

Muchas de las funciones de los ritmos bioldgicos se manifiestan al poner énfasis en sus
frecuencias: el pulso mantenido por las células marcapasos del corazon conduce la frecuencia
de contraccion del 6rgano como un todo, en un ejemplo de interrelacion de ritmos de distinta
frecuencia (Eckert, 1990). Un ejemplo espectacular a escala poblacional de acoplamiento de
ritmos de frecuencias individuales, es el de la sincronizacion de la actividad luminiscente de

millares de individuos de luciérnagas de la especie Pteroptyx cribellata.

1.2 El sistema circadiano

La ocurrencia de ritmos en situacion de aislamiento, separados de sus influencias
externas, permite suponer la existencia de procesos biolodgicos con funciones marcapasos, lo
que es denominado como reloj bioldgico. Una primera forma de estudiar las propiedades de
éste hipotético reloj es a través de su salida, es decir, caracterizando los ritmos bioquimicos,

fisiologicos y conductuales que regula. Hemos mencionado ritmos de frecuencia y periodos
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variados, pero los relojes mas estudiados por su obviedad son los circadianos, que miden el
periodo de rotacion de la Tierra sobre su eje. Ya en el afio 1960, Colin Pittendrigh resumid

muchas de las propiedades basicas de dichos relojes (Pittendrigh, 1960):

1- los ritmos circadianos (RC) se definen como aquellos ritmos biologicos cuyo t SE
APROXIMA AL PERIODO DE ROTACION DE LA TIERRA.

2- los RCs son UBICUOS en los sistemas vivientes.

3- los RCs son ENDOGENOS en los sistemas vivientes.

4-los RCs son OSCILACIONES AUTO-SOSTENIDAS.

5-1los RCs son INNATOS.

6- los RCs se producen de forma auténoma en TODOS LOS NIVELES DE ORGANIZACION
de un organismo.

7- el T se caracteriza por una muy pequefia variacion en la secuencia de ciclos en aislamiento;
el sistema subyacente despliega una gran PRECISION.

8- el T no es una caracteristica fija e inalterable de un organismo; es susceptible a cambios
espontaneos e inducidos dentro de un rango de valores caracteristico.

9- algunas especies difieren claramente de otras en sus rangos de T (nocturnas, diurnas, etc.).
10- el T puede mostrar la historia previa de sincronizacion, o POST-EFECTO del zeitgeber.
11- el t es practicamente INDEPENDIENTE DE LA TEMPERATURA, es decir, compensa sus
variaciones (1.2 > Qi0>0.9).

12- el T es DEPENDIENTE DE LA INTENSIDAD LUMINICA (Reglas de Aschoff: tiL > too
en animales nocturnos, tLL < Too en animales diurnos).

13- los RC son SINCRONIZABLES (T=t) por una CONJUNTO RESTRINGIDO DE
PERIODICIDADES AMBIENTALES, en especial por el ciclo LO, existiendo rangos de
sincronizacidn caracteristicos de las especies; en general las especies "mas complejas" tienen
rangos mas estrechos.

14- la fase (¢) de los RC puede ser MODIFICADA POR UNA PERTURBACION DISCRETA
del zeitgeber externo.

15- el alcance de un nuevo estado estacionario, luego de un cambio de fase del zeitgeber,

siempre es precedido por reajustes TRANSITORIOS o graduales del t.
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Algunos autores como Pittendrigh 6 Aschoff propusieron la existencia de estructuras
organicas de localizacion anatomica especifica, que funcionarian como marcapasos capaces
de imponer periodo y fase a los procesos organicos. Para otros mas “emergentistas”, como
Halberg 6 Reinberg, las propiedades que definen al reloj bioldgico son el resultado de
multiples procesos fisiologicos oscilatorios que ajustan sus fases (Aschoff, 1960; Pittendrigh,
1960; Halberg, 1960). Actualmente se impone claramente la visién reduccionista, que busca
el locus anatomico y los mecanismos fisiologicos del reloj, y que ha producido una vasta
evidencia experimental sobre la existencia concreta de mecanismos de temporizacion, desde

organismos unicelulares hasta plantas y metazoos.

El reloj es capaz de generar ritmos en aislamiento, pero el valor adaptativo de su
funcionamiento reside en su capacidad de sincronizarse con los ciclos ambientales, acoplando
su oscilacion con las funciones organicas de manera que éstas se presenten en armonia entre
si y con el ambiente. Asi, los ritmos bioldgicos hallados en la naturaleza son el resultado de
un reloj endoégeno que ha sido "puesto en hora" por claves temporales del ambiente. Por
ahora, cuando se hable de sincronizacion se referira simplemente al ajuste del periodo y/o de

la fase (cambio en las agujas) del reloj, sin entrar en los detalles del propio proceso.

El sistema circadiano, estd compuesto por un sistema fotorreceptor, por las vias
aferentes que llevan informacion del zeitgeber exogeno, el reloj, que elabora un codigo
neuroenddcrino de dicha informacion, y las vias eferentes que conducen esta informacion
para el control temporal de los sistemas efectores, interactan para generar los ritmos

manifiestos en los organismos.

1.2.1. Fotorrecepcion y vias aferentes

El zeitgeber ambiental mas estable en periodo y fase, y por ende mas predecible es el
ciclo diario de LO. La luz es percibida por el sistema circadiano mediante un sistema
fotorreceptor, o “de detecciéon de irradiancia” como se lo denomina actualmente. Este fue
hallado primeramente en vertebrados no mamiferos, como peces, anfibios, reptiles y aves. En
éstos, existen células fotoreceptoras circadianas especializadas localizadas en distintos lugares

del cerebro, que responden directamente a la luz que penetra a través de craneo (Menaker,
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2003). Quizéas por compartir un ancestro comun nocturno, en los mamiferos los ojos son
necesarios para la sincronizacion con el ciclo LO. Actualmente se sabe que la informacion
fotica necesaria para el sistema circadiano de los mamiferos es detectada por pigmentos
fotorreceptores especificos de la familia de las opsinas, localizados en un pequefio conjunto
de células ganglioanares de la retina (Berson y col, 2002). La conexidén anatomica y
fisiologica con el reloj es el tracto retino-hipotalamico (TRH), descripto en el afio 1972
(Moore y Lenn, 1972), un haz de fibras nerviosas localizado en el nervio optico que esta
presente en los mamiferos (Johnson y col. 1988). Los axones de éstas células se conducen por
el TRH, haciendo sinapsis principalmente mediante la liberacion de glutamato y de
neuromoduladores como la substancia P, con grupos de neuronas con actividad
neurosecretora localizadas en el hipotdlamo, llamados nucleos supraquiasmaticos (NSQ)
(Moore, 1983) (Figura 2). Podemos referirnos también a Julio Cortdzar, pionero de la
Cronobiologia, quien visionariamente propuso que “...el tiempo entra por los ojos. Eso lo sabe

cualquiera.” (Cortazar, 1960).
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Figura 2. Esquema de la retina y del sistema de
fotorrecepcion no visual involucrado en la
deteccion y transmision de informacion fética al
reloj bioldgico en los mamiferos, los nucleos
supraquiasmaticos del hipotalamo (modificado
de Menaker, 2003).
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En los organismos epigeos, la luz es el estimulo sincronizador por excelencia para el
sistema circadiano. Sin embargo, una variedad de fendmenos ambientales ciclicos pueden
funcionar como sincronizadores, entre otros la temperatura, la disponibilidad de alimento, las
sefiales de comunicacion social y las interacciones interespecificas (Francis y Coleman, 1988;
Boulos, 1980; Mrosovsky, 1989). De importancia en el contexto de esta tesis, la
disponibilidad de una rueda de actividad, ya sea presentada de manera novedosa o continua,
es un potente estimulo sincronizador en el hadmster (Reebs y Mrosovsky, 1989). Estos
estimulos son definidos contrafactualmente y de manera colectiva, debido a la importancia de
la luz, como “estimulos no-foticos”. Siendo la fuente de estas perturbaciones aparentemente
externa, no se han identificado aun sustratos especificos para la deteccion de éstos estimulos
en el sistema circadiano. De todos modos, se sabe que esta informacion circadiana es
integrada en el cerebro a nivel del tdlamo en la hojuela intergeniculada lateral (HIL), que
envia aferencias a los NSQ por el tracto geniculohipotalamico (TGH), utilizando al
neuropéptido Y (NPY) y al 4cido gamma-amino butirico (GABA) como neurotransmisores, y
a nivel del cerebro medio en el rafe, cuyas aferencias a los NSQ liberan serotonina. Mas que
ser estimulos conducidos por vias especificas, la propia activacion motora (estado conocido
como arousal) inducida por la presencia de los estimulos no-foticos, o la informacion
relacionada con el estado fisioldgico y comportamental del organismo, seria la responsable de

los efectos sincronizadores sobre el reloj (Yannielli y Harrington, 2004).

1.2.2. Las vias eferentes y la salida humoral del reloj

Los NSQ transducen informacion temporal de zeitgebers ambientales en codigos de
naturaleza neural o humoral, los cuales proporcionan la fase de oscilacion para los ritmos
enddgenos. Las proyecciones eferentes del NSQ a diversas regiones del cerebro son bastante
similares entre los mamiferos, implicando un control autonémico y neuroendocrino
conservado de los ritmos. Muchas de las eferencias son cortas y terminan en los propios NSQ,
en el hipotdlamo dorsomedial (NDM-H) y en los nucleos paraventriculares (NPV-H).
Algunas terminan en otras areas del hipotalamo incluyendo la region subparaventricular, las
areas preopticas, supraopticas y lateral, y en zonas del tdlamo como el nucleo paraventricular

(NPV-T) (Moore, 1983). Estas regiones del hipotdlamo pueden influir directamente en
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funciones enddcrinas, como en la secrecion de cortisol resultado de la variacion ciclica de su
factor liberador hipotalamico (Weitzmann, 1971), o mediante conexiones multisindpticas
como la liberacion de hormonas hipofisarias y de la hormona melatonina, sintetizada y
liberada a la circulacion por la glandula pineal durante la noche (Goldman, 1983). Las sefiales
de los NSQ via sus eferencias en los NPV-H, pueden participar en ¢l control circadiano de las
funciones simpdaticas y parasimpaticas controladas por los centros autonomicos medulares y

del tronco encefalico (Panda y col., 2004).

pineal)  [Walatoning) —
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@) Glutamato
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NP Y
VIP, GABA, GRP
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Figura 3. Esquema de la mitad izquierda del cerebro, mostrando las proyecciones hacia los NSQ y las
enviadas por éste a otras estructuras. QO: quiasma Optico; 3V: tercer ventriculo; CGL: cuerpo
geniculado lateral.

Cabe destacar que este escenario es mucho mas complejo, y que distintas regiones del
cerebro también exhiben expresion ritmica en su actividad neural (Abe y col., 2002). Ademas,
en los ultimos afios se han descubierto que distintos tejidos del organismo presentan
oscilaciones autosostenidas (osciladores periféricos), que contribuyen a la regulacioén
circadiana del organismo (Schibler y Sassone-Corsi, 2002). El estudio de estos osciladores y
de sus interacciones con los NSQ constituyen una importante linea de investigacion en la

actualidad.
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Los NSQ también tienen una importante actividad neurosecretora, liberando factores
humorales a la circulacién sanguinea. Se ha demostrado que el control del ritmo de actividad
locomotora depende principalmente de ellos (Silver y col., 1996), algunos de los cuales como
el factor de crecimiento tumoral o (Kramer y col., 2001) y la prokineticina 2 (Cheng y col.,
2002) estan identificados. La rapida recuperacion de la ritmicidad en animales lesionados con
trasplantes de los NSQ dentro de capsulas poliméricas, demuestran la comunicacién humoral
entre el reloj y los ritmos. Esto es asi debido a que los procesos de desarrollo neural
necesarios para restablecer la conexion anatomica perdida en la lesion serian mas lentos, y a
que el polimero permite el pasaje de substancias que alcanzan la circulacién sanguinea, pero
impide el crecimiento neuritico. Sin embargo, se pierden por completo las funciones ritmicas
neuroendocrinas, como la liberaciéon de hormonas hipofisarias, que parecen requerir de las

proyecciones neurales intactas de los NSQ.

1.2.3. Los NSQ: el reloj biolégico en los mamiferos

Aceptada la idea de la ritmicidad como resultado de un mecanismo enddgeno, comenzo
la busqueda de relojes en los organismos vivientes por los investigadores, los denominados
“clockwatchers” en la jerga cronobiologica. Se hallaron a distinto niveles de complejidad
funcional, elementos que cumplen con los requisitos de un reloj biologico: a nivel molecular,
el gen Per en Drosophila melanogaster, a nivel celular y sistémico, el ganglio cerebral en la
polilla, los ojos en el molusco Bulla sp (Hardin y Siiwicki, 1995; Block y col., 1995). En los
mamiferos como la rata, la lesion de areas del hipotdlamo (Stephan y Zucker, 1972) produjo
la pérdida de diversos ritmos como el de actividad y bebida. Fue posible comenzar a
identificar al reloj bioldgico como una entidad anatémica diferenciable y con una localizacion
precisa en el hipotdlamo (Moore y Eichler, 1972). En hamsteres, la lesion o la ablacion de los
NSQ provocaba la desaparicion de los ritmos circadianos de secrecion hormonal, actividad
locomotora y bebida, entre otros. Luego, transplantes de tejido hipotalamico fetal o neonatal
conteniendo los NSQ, realizado sobre animales previamente lesionados, produjeron la
reaparicion de los ritmos (Ralph y Lehman, 1991), pero esto ain no aportaba evidencias

suficientes.
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La demostracién definitiva de que los ritmos eran consecuencia de la actividad de los
NSQ se produjo cuando los experimentos de lesion y trasplante se realizaron con hamsteres
mutantes, que expresaban periodos de libre curso considerablemente distintos a los salvajes, y
que eran portadores de una mutacion puntual. Los experimentos consistieron en lesionar los
NSQ de hamsteres normales (t1~24 hs.) y mutantes (1220 o 22 hs.), y realizarles trasplantes de
genotipo distinto: el periodo del ritmo resultante correspondi6 al del animal donador y no al
del hospedador (Ralph y Lehman, 1991). De este modo, al transferirse no sélo la ritmicidad
sind una caracteristica especifica de ella como el periodo, quedaba confirmada la funcién de

reloj en los NSQ de los mamiferos.

Los NSQ son dos estructuras ovales localizadas en la base del hipotalamo, dorsales al
tercio caudal del quiasma Optico y ventrolaterales al tercer ventriculo. Cada uno de los
nucleos esta constituido por cerca de 10.000 células y un volumen total de 0,068 mm’

(Moore, 1983).

Figura 4. Esquema de corte transversal del cerebro de la rata y la localizacion de los NSQ. La
fotografia muestra un corte histoldégico con tinciéon de Nissl.
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Se sabe que ciertas neuronas de los NSQ exhiben de manera autosostenida ritmos circadianos
de actividad eléctrica (Gillette y Reppert, 1987). El aislamiento de mutantes con fenotipos
ritmicos alterados permitio la clonacion de diversos genes y el aislamiento del mecanismo
intracelular que controla la oscilacion (Reppert y Weaver, 2002). Este reloj molecular esta
muy bien conocido y consta de tres sistemas de expresion genética acoplados: 1) un elemento
negativo, en el cual la transcripcion de un conjunto de genes criticos (Perl, 2, 3, Cryl, 2, Rev-
Erba) es promovida por un heterodimero proteico Bmall/Clock, e inhibida por la
acumulacion en el ntcleo de los productos proteicos Per y Cry acomplejados, cerrando un
bucle de retroalimentacién negativa que ocurre cada 24 hs.; 2) un elemento positivo, en el
cual la expresion de Rev-Erba regula negativamente a Bmall de manera que éste se desinhibe
en antiphase al pico de Per y Cry, realimentando nuevamente el ciclo; 3) un sistema de genes

controlados por el reloj que participan en la regulacion de los ritmos celulares.

Una caracteristica principal de los NSQ es su compartimentalizacion en dos regiones
inicialmente distinguidas por sus patrones de inervacion retiniana, y luego por su distinto
fenotipo histoquimico: una regién ventrolateral o “core” caracterizada por la presencia del
péptido vasoactivo intestinal (VIP), y una region dorsomedial y rostral o “shell”, que presenta
neuronas con una alta densidad del neuropéptido vasopresina (VP). Las células del “core”
reciben inervacion directa de la retina, responden a la luz expresando tanto genes reguladores
(como c-fos) como propios del mecanismo que controla la fase del reloj (Perl y Per2) y
liberando VIP, GABA y péptido liberador de gastrina (GRP) desde sus terminales sinapticas
proyectadas hacia la region “shell”. Si bien estas células no presentan ritmos autonomos ni de
actividad eléctrica ni en la expresion de genes reloj, presentan un ritmo diario de sensibilidad
a la luz y son fundamentales para el mantenimiento de los ritmos del organismo. Por otro
lado, las células del “shell” poseen el reloj molecular siendo intrinsecamente ritmicas, y
responderian de manera indirecta a la luz por la accién de los neurotransmisores liberados
desde la region “core”. Este arreglo neuroanatémico general se ha descripto en varios
roedores, aunque con importantes diferencias especificas (Antle y Silver, 2005). Actualmente
se sabe que esta organizacion es bastante mas compleja, existiendo ademads otras subregiones
(como células que contienen calbindina, CalB, o GRP) con distintas caracteristicas

bioquimicas y fisiologicas.
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CARACTERISTICAS EXPRESION
NEUROQUIMICAS GENICA

Figura 5. Distribucion de las distintas
poblaciones celulares en los NSQ del
hamster. Modificado de Antle y
Silver, 2005.
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1.3. El reloj como un sistema multioscilatorio

Mucho antes de haberse dilucidado el mecanismo molecular del reloj, se mantenia la
idea de que éste ultimo estaba constituido funcionalmente por diversos osciladores. En
experimentos con humanos en aislamiento, se observd que podian presentarse
simultineamente ritmos con distintos periodos en curso libre produciéndose una
desincronizacion espontanea (Aschoff y Wever, 1976). Estos cambios en la relacion de fases
interna fueron descritos para varios ritmos, sugiriéndose que el sistema circadiano es
multioscilatorio, de arreglo jerarquico, y depende de varios osciladores que controlan a los
distintos ritmos cambiando su relacion de fases de acuerdo a las condiciones de
sincronizacion (Wever, 1979). Estos modelos clasicos propuestos inicialmente por Jiirgen
Aschoff, resultan hoy de gran utilidad para los estudios cronobioldgicos en humanos y sus

aplicaciones biomédicas.
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En los roedores nocturnos, la presencia de luz constante (LL) induce la pérdida gradual
de diversos ritmos circadianos, y en algunos casos la aparicion de ritmos de mayor frecuencia
o ultradianos (Eastman y Rechtschaffen, 1983; Depres-Brummer y col., 1995). Debido al
cierto enfoque fisico-matematico de la cronobiologia en la época, este estado de arritmicidad
fue explicado en los afios 60 mediante modelos tedricos de acoplamiento entre multiples
osciladores. En hamsteres, la arritmicidad inducida por LL ha sido descripta como un estado
“metaestable” (es decir, sujeto a cambios espontaneos) (Pittendrigh, 1981b). De hecho, en
esta especie los efectos LL son bastante mas complejos que una mera arritmicidad, y una
proporcion de los animales sujeta a estas condiciones puede mostrar una particion del ritmo
de actividad de 24 hs. en dos componentes manifiestos cada 12 hs., estado conocido como de
“splitting”. Estos componentes en general permanecen manteniendo una relaciéon de fase
estable, pero pueden cambiar el estado de acoplamiento y volver a manifestar un ritmo tinico

(Pittendrigh and Daan, 1976b; Pittendrigh, 1981Db).

diasen LL

\4

Figura 6. Ritmo de actividad motora en una rata (A) y en un hamster
sometidos a LL. La rata muestra un patron arritmico, mientras que en el
hamster se manifiesta el fenomeno de “splitting”.
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A partir de las regularidades empiricas observadas estudiando ritmos en el hamster,
Pittendrigh y Daan desarrollaron un modelo conceptual de alto valor explicativo (Pittendrigh
y Daan, 1976b). Consideraron que el reloj circadiano del hamster estaba compuesto por dos
osciladores (o grupos principales de ellos) mutuamente acoplados, uno al que denominaron
“morning” (M), que es acelerado por la luz y sincroniza con el amanecer, y otro denominado
“evening” (E), cuya frecuencia disminuye por la luz y sincroniza con la luz crepuscular.
Basicamente, la propiedad fundamental es que estos osciladores pueden adoptar relaciones de
fase variables dependiendo de la intensidad de la luz. Ademas, la interaccion particular de
ambos osciladores con las transiciones luminosas del amanecer y del creptsculo, podrian
contribuir a medir con precision el largo del dia, y asi potenciar la regulacion estacional del
organismo. Incluso, se observd que el periodo del sistema cambiaba dada una determinada
fuerza de acoplamiento, de acuerdo a la relacion de fase entre los componentes.
Posteriormente se han descripto algunos correlatos funcionales de este modelo para el ritmo

de actividad (Gorman y col., 1997) y de melatonina (Elliott and Tamarkin, 1994).

Sin embargo, éstos investigadores discutian el hecho de que asumir entidades
funcionales individuales (el E o el M) era necesario para establecer un modelo general con
cierto valor predictivo, pero que siendo parte del sistema nervioso, el sustrato real del reloj
deberia ser estructuralmente complejo y multiple. De hecho planteaban la posibilidad de que
cada entidad funcional E y M podrian estar formados por multiples componentes celulares
estrechamente acoplados. En relaciéon a la localizacion de estos osciladores, se hallé un
posible correlato in vitro de la actividad de estos grupos de osciladores E y M en el tejido
aislado del NSQ (Jagota y col., 2000). Luego, se propuso que el patron de “splitting” en la
actividad del hamster se debia a oscilaciones en antifase del NSQ izquierdo y del derecho (de
la Iglesia y col., 2000). En un experimento reciente, se demostré que los osciladores del
“shell” y del “core” funcionarian como dos redes topograficamente separadas constituyendo

los osciladores E y M (Yan y col., 2005).

1.3.1. El fendmeno de la disociacion en la rata

En el afio 1997, estudiando las propiedades del sistema circadiano de la rata en ciclos

LO de periodos (T) diferentes a 24 h (denominados ciclos T) el grupo de Barcelona, se
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encontro con el hallazgo de un patrén ritmico inesperado. Particularmente, en ciclos T de 22
hs. (T22) y en T23, se observaba que el ritmo de actividad motora se disociaba en dos
componentes circadianos: uno manifestando un periodo de 22 hs. igual al del ciclo T, y otro
con un periodo especifico del individuo cercano a 24 hs. (Figura 7). Estos componentes
fueron denominados en base a sus periodos, como ‘“componente dependiente de la luz”
(CDL), y “componente en curso libre” (CCL) (Vilaplana y col., 1997; Campuzano y col.,
1998). La expresion de éstos componentes depende no solo de la intensidad de la luz, sind
también de factores no foticos como la actividad en la rueda (Cambras y col., 2000). Se
hipotetizd que estos factores (mayormente la luz) afectarian el grado de acoplamiento entre
los osciladores del sistema circadiano, produciéndose desincronizacidon entre éstos con la
consecuente disociaciéon de los ritmos que controlan. Sin embargo, no se conocia la
dependencia de este fendémeno de otros factores ambientales como el fotoperiodo, la cual

estudiaremos en esta tesis.

El paso siguiente fue intentar encontrar el sustrato neural responsable de la disociacion.
Evidencias previas mostraban que las divisiones ventrolateral y dorsomedial de los NSQ
tenian propiedades circadianas diferentes (Nakamura y col., 2001). Considerando la estructura
anatomica y funcional de los NSQ y sus conexiones aferentes y eferentes (Figuras 3 y 5), la
posibilidad més evidente era que el CDL fuera controlado por la region que recibe las
aferencias de la retina, la ventrolateral o “core”, mientras que al ser independiente de la luz y
manifestar una periodicidad espontanea, el CCL seria regulado por la region dorsomedial o
“shell”. Se decidi6 entonces estudiar el patron temporal de expresion de genes reloj en los
NSQ de ratas con disociacion de actividad motora en condiciones de T22. Los animales eran
sacrificados y sus cerebros extraidos en momentos coincidentes con las distintas fases de la
expresion de los dos componentes, donde se define como la fase “activa” de un componente,
si se presenta actividad motora (Figura 7). Luego se detect6 la expresion de los genes en el
tejido mediante técnicas de hibridacion in situ. Brevemente, la técnica consiste en construir el
RNA mensajero en secuencia antisentido, partiendo del fragmento clonado del gen reloj, en
este caso Perl, Per2 y Bmall. Este mensajero se transcribe in vitro incorporando *°S, un
isotopo radioactivo del azufre. Luego se exponen cortes del tejido conteniendo los NSQ a
éstos mensajeros y se revela por autoradiografia. Se halld que la expresion de genes propios

del mecanismo molecular del reloj presentaba un patrén espacial y temporal definido en un
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animal disociado: 1) cuando ambos componentes manifestaban su fase “inactiva”, la

expresion era basal; 2) cuando estaban en fase “activa”, la expresion era alta y abarcaba la

totalidad de los NSQ; 3) cuando se expresaba s6lo el CDL (en antifase con el CCL), la

expresion se limitaba mayormente a la region ventrolateral (“core”) de los NSQ; 4) cuando

solo el CCL se mostraba activo, se daba en la region dorsomedial (“shell”) (de la Iglesia y

col., 2004).

T22

DD

4t

1 Expresion basal de Perl.
Este punto corresponde a la
fase “inactiva” de ambos
componentes.

2 Perl se expresa en la
totalidad de los NSQ,
cuando coinciden las dos
fases “‘activas” de ambos
CDL v CCL.

3 Expresion localizada de
Perl en la region
ventrolateral (“core”) de los
NSQ durante la expresion
“activa” del CDL.

4 Expresion localizada de
Perl en la zona dorsomedial
(“shell”) de los NSQ durante
la expresion “activa” de
CCL.

Figura 7. Actograma de una rata mostrando la disociacion en dos componentes del ritmo de actividad motora: CDL
con un periodo igual a 22 hs, y CCL con un periodo caracteristico del individuo de =24 hs. El actograma esta
graficado en 24 hs. Los numeros indican las distintas fases del patron en las que se estudio la expresion de genes
reloj. Las fotos a la derecha son autoradiografias en las cuales se revel6 la expresion de Perl (la de Per2 fue similar).
La expresion de genes propios del mecanismo molecular del reloj presenta un patron espacial y temporal
caracteristico en un animal disociado. Este patron revela que cada componente de actividad es regulado por una
region especifica de los NSQ: la ventrolateral regula al CDL, la dorsomedial al CCL. Modificado de de la Iglesia y
col., 2004.
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1.3.2. El acoplamiento entre los osciladores

Si bien desde los afios 60 ya se hablaba de que el sistema circadiano era multioscilatorio
(Aschoft, 1981), pasaron 30 afios hasta que las técnicas experimentales permitieron confirmar
estas hipotesis. Estudios electrofisiologicos realizados en el tejido hipotaldmico aislado
conteniendo los NSQ muestran oscilaciones del potencial de membrana de las neuronas, con
periodos de alrededor de 24 hs. (Hiroshige y col., 1991). Sin embargo, al registrar la actividad
eléctrica de neuronas individuales disgregadas en cultivo, se observd que cada una podia
sostener un ritmo circadiano de actividad eléctrica, pero las células se desfasaban entre ellas
(Welsh y col., 1995), presentandose una distribucion de periodos en la poblacion neuronal
(Herzog y col., 1998; Honma y col., 2004). El modelado experimental del reloj molecular
presente al nivel de la célula individual, comenzaba a confirmar la idea original de que el reloj
bioldgico, como entidad funcional que regula la fisiologia circadiana, es funcionalmente

heterogéneo y esta constituido por multiples unidades oscilatorias.

Pero entonces, ;jcomo es posible que el reloj circadiano en los NSQ genere, en
condiciones normales, una salida coherente en la escala circadiana a partir de los multiples
periodos de cada neurona individual? Evidentemente es necesario postular la existencia de
mecanismos que aseguren el funcionamiento concertado de los NSQ. Mediante ingenieria
genética, se disend una linea de ratones transgénicos portadores de un constructo formado por
el promotor de la transcripcion de Perl, acoplado al gen de la luciferasa (mPerl-luc), que
produce luminiscencia cuando se cultiva el tejido con un sustrato adecuado. En cultivos
organotipicos (rodajas intactas) de los NSQ mantenidos a largo término, se monitore6 la
actividad de el reloj molecular siguiendo estos picos de luminiscencia debidos a la expresion
de Perl, bajo distintos tratamientos como la presencia en el cultivo de cicloheximida (CHX),
un inhibidor de la sintesis de proteinas. Antes del tratamiento con CHX, las células
mantuvieron una relacion de fase caracteristica y estable, mostrando sincronia. Un tratamiento
prolongado con CHX interrumpe la oscilaciones, mientras que al retirar la droga las células
comienzan a oscilar inicialmente en la misma fase, alcanzandose de forma gradual la relacion

de fases previa al tratamiento.
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Figura 8. Ciclos circadianos sucesivos de actividad del reloj molecular de tres
neuronas. En la foto se muestra la localizacion de éstas neuronas en los NSQ.
Modificado de Yamaguchi y col., 2003.

Este hallazgo es muy importante, ya que demuestra que la naturaleza funcional del
programa temporal de los NSQ reside no solo en la capacidad de oscilar de las células, sind
mas bien en sus interacciones. En este trabajo, se describié también que el ritmo de
transcripcion de Perl muestra un patrén topograficamente especifico como una caracteristica
inherente de la red de relojes en los NSQ del raton. Esta organizacion en red de los relojes
celulares es propia de los NSQ, mientras que ain no se ha hallado en aquellos tejidos

considerados osciladores periféricos (Yamazaki y col., 2000; Welsh y col., 2004).

Como es de esperar, la naturaleza de ésta sincronizacion o acoplamiento entre
osciladores neuronales, estaria basada en diversos mecanismos de comunicacion celular.
Utilizando ratones transgénicos deficientes de conexina 36, una proteina mayoritaria de las
uniones estrechas, se ha demostrado que la comunicacion neural efaptica via sinapsis eléctrica
(Long y col., 2005) es importante para sincronizar al reloj celular. Ademas, esta pérdida de
acoplamiento tiene un correlato funcional preciso en el ritmo de actividad en rueda de los
animales, que se presenta con una gran inestabilidad en la fase diaria. Efectos similares se
encontraron al utilizar tetrodotoxina, inhibidor de los potenciales de accion dependientes de
Na', sugiriendo que éstos tienen un rol importante (Honma y col., 2000; Yamaguchi y col.,
2003). Como resulta obvio, las sinapsis quimicas mediante la liberacion de distintos

neurotransmisores ya caracterizados en los NSQ como el VIP (Aton y col., 2005) y el GABA
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(Liu y Reppert, 2000) también participan de la sincronizacion neuronal. Cabe destacar que de
estos estudios se deduce que no todas las neuronas, sind s6lo un grupo reducido de ellas, es
importante no solo para la sincronizacion sind también para el mantenimiento del la
ritmicidad. Ademas las sinapsis GABAérgicas tendrian un rol importante en la transmision
del ajuste de fase mediado por la luz desde la region ventrolateral a la dorsomedial (Albus y

col., 2005).

1.3.3. El rol modulador de la luz sobre el acoplamiento

Es claro que el acoplamiento entre los osciladores neuronales a nivel de los NSQ
comienza a dejar de ser una entelequia y pasa a ser considerado un fenomeno bésico que
determina las propiedades funcionales del sistema circadiano. Se estan dado algunos pasos
importantes para entender los mecanismos de comunicacion celular involucrados en el
acoplamiento a nivel de los NSQ, y de estos estudios surgen dos consideraciones: 1) los NSQ
son una estructura heterogénea, y esta heterogeneidad es muy importante para determinar las
propiedades del reloj, y 2) el acoplamiento depende de un conjunto de factores y mecanismos
neurales. Sin embargo, no se tiene aun una idea clara de cémo los diversos factores
ambientales que dan informacion circadiana al reloj afectarian estos mecanismos. Como es
evidente, la intensidad luminica es uno de los mds importantes, como fue sugerido

inicialmente por Aschoff (1981).

La posibilidad de que la intensidad luminica module el acoplamiento surge
principalmente del efecto tanto de arritmicidad como de patrones ultradianos inducidos por
LL, mayormente observado en ritmos de actividad y temperatura en ratas (Eastman y
Rechtschaffen, 1983; Depres-Brummer y col., 1995). De hecho, se ha ido més alla y se ha
propuesto que la luz podria disminuir el acoplamiento entre los osciladores de los NSQ
(Vilaplana y col., 1997). Sin embargo, dada la complejidad del sistema circadiano, esta
relacion aiin no esté clara y se supone bastante mas compleja. Por ejemplo, la exposicion a LL
restablece el ritmo circadiano de actividad de ratones mutantes de los genes Per2 y clock , los
cuales son arritmicos en condiciones OO (Spoelstra y col., 2002). Incluso se ha asumido que
la exposicion a OO podria producir una disminucion del acoplamiento entre los osciladores

(Oda y col., 2000). Un hallazgo reciente sostiene la posibilidad de que la luz puede disminuir
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el acoplamiento entre los osciladores de los NSQ. En ratones con la construccion mPerl-luc
expuestos a condiciones de LL prolongadas, se hallo que las neuronas en cultivo de los NSQ
extraidos de los animales que resultaron arritmicos, mostraron ritmos de bioluminiscencia
desincronizados. Por otro lado, los animales que mantuvieron el ritmo de actividad
locomotora, mostraron también ritmos neuronales coherentes en cultivo (Ohta y col., 2005).
Otras evidencias sostienen que la sincronizacion del reloj en los NSQ tanto a ciclos continuos
de LO (Quintero y col., 2003) como a pulsos cortos de luz (Kuhlman y col., 2003) involucra
cambios en el acoplamiento que son dependientes de la intensidad de la luz. De hecho, se ha
sugerido que tanto el t de los NSQ como el de los ritmos que controla, podrian estar
determinados por el periodo medio de la poblacion de osciladores celulares, que surge de las
propias interacciones entre ellos (Liu et al., 1997; Low-Zeddies and Takahashi, 2001). Como
se ha destacado, dada la importancia de la organizacion en red de los relojes celulares de los
NSQ, la modulaciéon de éstos elementos por factores ambientales como la luz, resulta

importante para deducir los aspectos funcionales del sistema circadiano.

1.4. Mecanismos de sinronizacion del reloj

La sincronia o la calidad de sincronico (del griego Syn, con; chronos, tiempo) se refiere
a la condicion en la cual dos o mas fendmenos mantienen una relacion temporal estable entre
si. En condiciones naturales la ritmicidad biologica no manifiesta su oscilacion espontanea,
sino que presenta una estrecha relacion temporal con el ambiente geofisico. La existencia de
mecanismos de sincronizacidon permite el ajuste o adecuacion del sistema circadiano con el
dia solar, el cual presenta cierta variacion, y ademdés provee a los organismos de un
mecanismo para reconocer la hora local y generar una referencia temporal interna,
permitiendo la adecuada interaccion en el dominio del tiempo entre el organismo y su
ambiente (Pittendrigh, 1981b). Algunos investigadores cuestionan el argumento funcionalista
del ajuste “necesario” del periodo t del reloj ejercido por el ambiente, debido a que la
oscilacion en curso libre no existe en la naturaleza, y justamente es el ritmo sincronizado el
que prevalece (Roenneberg y col., 2003). Sostienen que el reloj es capaz de oscilar en curso
libre con un periodo circadiano ya que ha evolucionado en condiciones de sincronizacidon con
el ambiente (de hecho, no existe un valor de t fijo, sind6 que como veremos, depende de la

naturaleza de las condiciones ambientales).
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Cualquier sistema puede ser sincronizado con los cambios del ciclo diario ambiental
respondiendo pasivamente a alguna transicion del mismo, por ejemplo, mediante un
temporizador que se active con el atardecer. Es claro que este mecanismo presenta un
momento unico durante cual el ciclo ambiental y el sistema se sincronizan. Los relojes
bioldgicos, por otro lado, son osciladores autosostenidos que responden de manera especifica
al ciclo ambiental de acuerdo a las diversas fases del propio ciclo endégeno. Se considera que
esta respuesta fase-dependiente es activa, ya que en general el ajuste no es inmediato cuando
se impone un zeitgeber, lo que sugiere la ocurrencia de cambios en el estado del reloj. Por
todo esto, para diferenciarlo de un mero proceso pasivo, al proceso de sincronizacioén entre un
reloj bioldgico y su zeitgeber ambiental se lo denomina entrainment, término del inglés para
cuya traduccion al castellano hemos adoptado encarrilamiento. El proceso de encarrilamiento
puede comenzar a comprenderse basicamente mediante una metafora muy util, que es
imaginar al oscilador circadiano como un columpio que oscila sostenidamente. Para modificar
la fase de la oscilacion, tanto la velocidad como la posicion del columpio (sus variables de
estado), y ademas considerando la intensidad de la fuerza externa aplicada, resultan factores
necesarios que definirdn el efecto obtenido sobre la fase. Esto significa que el encarrilamiento
es un mecanismo de sincronizacién que presenta varios grados de libertad, lo cual confiere a
los organismos de flexibilidad en el ajuste temporal con el ambiente (Roenneberg y col.,

2003).

Los mecanismos de encarrilamiento pueden modelarse en el laboratorio, asumiendo que
el efecto de la luz sobre el sistema circadiano es ejercido de manera continua, denominado
encarrilamiento continuo, o asumiendo que el efecto mayoritario de la luz es puntual,

denominado encarrilamiento discreto.
1.4.1 Encarrilamiento continuo

El modelo continuo, propuesto inicialmente por Jiirgen Aschoff, asume que el efecto
encarrilador de la luz ocurriria por ciclos LO completos, de manera que el zeitgeber ejerceria

una accioén continua o tonica sobre la velocidad angular del oscilador. De este modo, los

cambios en el 1T del reloj producidos por las variaciones diarias en la intensidad luminica
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serian los responsables del encarrilamiento al ciclo LO (Aschoff, 1981). El encarrilamiento
consiste entonces, en el ajuste realizado por el ciclo ambiental sobre el periodo t del reloj,
hasta alcanzar el del ambiente (T), de tal forma que se produzca el control del periodo del

reloj, y el periodo encarrilado resulte t* = T.

Este modelo esta basado en una de las propiedades basicas del reloj biologico deducida
por Jiirgen Aschoff, ya que en muchas especies se obsevo que el T varia continuamente con la
intensidad de la luz. Ademdas se observd que esto también dependia de si la especie en
consideracion era diurna o nocturna. Aschoff propuso reglas empiricas para caracterizar los
habitos de animales de acuerdo a sus ritmos circadianos de actividad en curso libre (aunque

existen excepciones), conocidas como las "Reglas de Aschoff" (Aschoff, 1981):

1- en los animales de habitos diurnos: tir < Top.
2- en los animales de habitos nocturnos: tLL > Top.

3- en general, T aumenta con la intensidad de la luz.

Ademas, se establece una relacion temporal (o angulo de fase, Wo.z) constante entre la
fase del ritmo endogeno y la fase del zeitgeber ambiental. Como lo indica su notacion Wo.
toma valores positivos o negativo en referencia al oscilador biologico: si el zeitgeber lo
precede es positivo, si lo antecede es negativo. Esta relacion de fase depende de la intensidad
del estimulo encarrilador y de la relacion entre T y T, y ambos factores determinan la fuerza
del zeitgeber. Como se hace cuando existe algiin fendmeno que se halla en funcién de dos
variables, se fija una y se estudia la dependencia con la otra. Entonces, se hallé que para una

intensidad determinada del sincronizador:

1) cuando 1 < T el ritmo enddgeno antecede al ambiental, siendo Wo,- positivo.
2) cuando t > T el ritmo endogeno sigue la oscilacion mas rapida del zeitgeber, Vo, es
negativo.

3) si Wo,z= 0 cuando t* =T, no puede establecerse el encarrilamiento.
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Por otro lado si la intensidad del estimulo encarrilador se disminuye en la proporcion de
horas de luz o fotoperiodo (p. ej. de LO 50:50 % a 25:75 %), pero manteniendo constante la
relacion ©/T, la relacion de fases se incrementa, como si el ciclo LO con so6lo un 25% de luz
se tratara de un zeitgeber "débil". Aschoff propone también que la intensidad del estimulo
encarrilador, para un ciclo LO 50:50 %, estd determinada por la intensidad de la luz,

manteniéndose la misma relacidn para determinar el angulo de fase que con el fotoperiodo.

De lo anterior se deduce uno de los principios que permiten demostrar formalmente la
existencia de encarrilamiento ante la presencia de un zeitgeber determinado: la variacion en la
fuerza del zeitgeber debe producir un cambio en el angulo de fase definido por la relacion /T,

y éste no puede tomar un valor 0.

Diversos estimulos, cuando son presentados de manera ciclica, pueden afectar al
organismo directamente sobre sus sistemas efectores de la ritmicidad aunque sin modificar la
oscilacion del reloj. A este fendmeno descripto por Aschoff se le denomina enmascaramiento,
y es distinguible del encarrilamiento porque si el ritmo estaba sujeto a enmascaramiento,
cuando se lo deja en curso libre muestra un salto subito retomando la fase que mantenia
previamente a la presencia del aparente estimulo encarrilador (Aschoff, 1981). De hecho este
efecto sobre el ritmo se denomina enmascaramiento ya que se consideraba que la verdadera
fase del oscilador quedaba “oculta” por el estimulo ambiental. Entonces, otra de las
caracteristicas del encarrilamiento es la existencia del control de la fase del reloj por el
zeitgeber. Otra manera de evidenciar el enmascaramiento seria obtener un Yoz = 0, que

indicaria la respuesta temporal directa del ritmo a la presencia del estimulo.

También es caracteristico del proceso de encarrilamiento el hecho de que luego de un
cambio subito en la fase del estimulo sincronizador, el periodo del ritmo cambia gradualmente
en forma transitoria (a estos cambios se los denomina transitorios) perdiéndose asi la relacion
de fase estable que habia sido adquirida previamente con el zeitgeber, hasta que se restablece

una relacion de fase alcanzandose un nuevo estado estacionario.
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1.4.2. Encarrilamiento discreto

En el modelo discreto se asume que el efecto principal de la luz se ejerce por
transiciones luminicas cortas (pulsos de luz) administradas en determinados momento del
ciclo circadiano. Para ello, se asume que tes una constante del reloj, y su ajuste con el
periodo del zeitgeber ocurre mediante cambios en la fase del reloj inducidos por pulsos
foticos (Pittendrigh, 1981a). Colin Pittendrigh propone que el estimulo sincronizador puede
ser discreto, hallando ritmos circadianos de eclosion de larvas en Drosophila pseudoobscura
susceptibles de ser sincronizados tanto por un fotoperiodo prolongado como por pulsos de
luz, plantedndose si la accién de un fotoperiodo "natural” (p.ej., un "pulso™ de 12 hs.) es de
naturaleza continua, discreta, o una mezcla de ambas. De hecho, este modelo es asumido
principalmente para organismos nocturnos como el hamster, en los cuales el rol de las
transiciones luminosas del creplsculo o el amanecer puede ser importante. Ademas, describe
el encarrilamiento por medio de un fotoperiodo esqueleto, en el cual un ritmo en curso libre
puede encarrilarse proporcionando dos pulsos cortos de luz, separados por una distancia de
tiempo correspondiente a un fotoperiodo completo (< 11 horas), de manera que su efecto neto

resulta la suma de dos de los efectos discretos asociados con su comienzo y su final.

Continuando con su analisis sobre los efectos discretos de la luz sobre el reloj,
Pittendrigh caracterizo la respuesta de fase de ritmos en oscilacion espontanea ante pulsos de
luz de 15 min. administrados en diferentes fases sucesivas del ritmo circadiano. Los
resultados obtenidos se representan como cambios de fase (A¢) en funcion del tiempo o la
hora circadiana (una HC = 1/24 1), en una grafica denominada Curva de Respuesta de Fase
(CRF), que en este caso por ser una respuesta a la luz es una curva de respuestas de fase
fotica. Para construir una CRF, el periodo circadiano del organismo se divide en dos partes

iguales:

- el dia subjetivo, o el lapso de tiempo que corresponderia a cuando el animal esta expuesto a
la luz en condiciones naturales (por convencién, entre las 0 y las 12 HC).
- la noche subjetiva, lapso en el cual el animal en condiciones naturales se encuentra en

oscuridad (por convencién, entre las 12 y las 24 HC).
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La CRF fotica se caracteriza por una region relativamente refractaria al estimulo
sincronizador, que ocurre durante el dia subjetivo. Generalmente se presentan retrasos de fase
al final del dia subjetivo y comienzo de la noche subjetiva, y adelantos de fase durante la
segunda mitad de la noche subjetiva (Figura 9). Puede destacarse entonces que los periodos
de eficacia luminosa se encuentran hacia las transiciones luz-oscuridad u oscuridad-luz, como
si los organismos fueran mas sensibles para "interpretar” la informacion del zeitgeber durante

el albay el crepusculo.
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Figura 9. Curva de respuesta de fase del ritmo de actividad motora de la rata a pulsos de luz. Los pulsos son
aplicados en las distintas fases del ciclo circadiano u horas circadianas (HC), representadas en el eje de las abscisas.
Los cambios de fase se representan en el eje de las ordenadas, los avances son positivos, mientras que los retrasos
negativos. HC 12 divide al ciclo circadiano en dos partes, dia subjetivo y noche subjetiva. Las barras verdes en los
actogramas indican la fase estable del ritmo obtenida antes y después de la aplicacion del pulso de luz.
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El estudio de CRF a distintos agentes ambientales, fisicos, quimicos o bioldgicos,

proporciono las siguientes leyes:

1- las CRF son universales, estdn presentes en todos los seres vivos. Esto sugiere que el
origen de los osciladores circadianos fue un evento muy temprano en la evolucion.

2- Son similares en un animal de habitos nocturno o diurno.

3- Muestran diferencias intra e interespecificas en cuanto a la magnitud de los cambios de
fase.

4- Son asimétricas, es decir, en ciertas especies los avances pueden predominar sobre los
retrasos y viceversa.

5- las CREF foticas dependen de la intensidad del estimulo luminoso aplicado.

6- los retardos de fase pueden manifestarse inmediatamente, mientras que los adelantos de

fase se manifiestan al cabo de unos dias.

Si bien la interaccion del sistema circadiano con el ambiente ha demostrado ser
compleja, las CRFs tienen un cierto valor predictivo, ya que de acuerdo a la amplitud
observada para un estimulo caracteristico, permiten establecer el maximo cambio de fase que
puede obtenerse. Entonces, asumiendo que el reloj mantiene un t constante y que encarrila
utilizando las transiciones luminicas del ciclo LO, el rango de encarrilamiento puede
estimarse como T = 1t + A¢ maximo (Pittendrigh, 1981a). Ademas, es importante destacar que
el modelo discreto de encarrilamiento puede integrarse con el continuo, si se considera a la
CRF como una curva de respuesta de velocidad, entendiendo los cambios de fase como

consecuencia de cambios continuos en la velocidad angular del reloj (Johnson y col., 2003).

1.5. El sistema circadiano como un sistema dinamico

Un sistema fisico o biologico puede adquirir una representacion funcional desde la
perspectiva de la teoria de sistemas dinamicos. Béasicamente, consiste en representar en un
plano cartesiano el estado funcional del sistema a partir de sus variables de estado, es decir el
conjunto de variables que estan involucradas en sus cambios. El modelado de un sistema
dindmico requiere entonces de un conjunto de ecuaciones diferenciales para obtener los

cambios temporales del sistema. Por ejemplo, un péndulo simple sin rozamiento puede ser
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representado como un sistema dinamico en un plano de estados, mediante sus variables de

estado, la posicion y la velocidad.
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Figura 10. Representacion de un sistema fisico como un sistema dindmico. La posicion (x) y la velocidad (v)
definen el estado del sistema (X, y). La sucesion de estados en el tiempo definen una trayectoria, la cual en el caso
de un péndulo sin rozamiento es un circulo.

Si el sistema oscila de manera autosostenida manteniendo el periodo, cualquier
perturbacion puntual modificara la trayectoria transitoriamente, pero el sistema retornara (o

sera atraido) a la original a la cual tiende espontaneamente, su ciclo limite.

Como se ha mencionado, el reloj bioldgico presenta un conjunto de propiedades
altamente conservadas, lo que ha permitido modelar su funcionamiento considerandolo como
un oscilador fisico. Investigadores como Winfree (1971), Pavlidis (1981) o Pittendrigh
(1981a) integraron los hallazgos empiricos en modelos dindmicos del reloj, proporcionando
un marco conceptual para comprender sus propiedades funcionales. Winfree propuso que los
relojes bioldgicos se comportaban como ciclos limite, explicando los cambios observados en
las CRFs. Los pulsos de luz podian modificar el estado del reloj, afectindose o no su fase.
Para ello, introdujo el concepto de isocrona: si el estado del sistema es desplazado fuera de su
ciclo limite, eventualmente retornaréd a €l en alguna fase determinada. El conjunto de puntos
del plano que retornan a una misma fase del ciclo limite, se los denomina isocrona. Este
concepto es muy importante considerando la CRF, ya que cada fase del ciclo circadiano (HC)
corresponde con una isocrona. De este modo es posible modelar la CRF, utilizando un plano

de fases.
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Figura 11. Plano de fases representando el reloj de Drosophila pseudoobscura, tomando las ecuaciones de
Pavlidis (1973) para dos variables de estado, R y S. A- Estado estacionario en OO, las lineas representan
isocronas que intersectan el ciclo limite a distintas HCs. La interseccidn de las isocronas en el interior del
ciclo es la singularidad del sistema. B- Un pulso de luz aplicado en HC 20 produce un avance de fase hacia
HC 2, el cual es mayor con un pulso de mayor intensidad. C- Un pulso en HC 17.5 modifica el sistema
hacia isocronas previas produciendo un retraso de fase. Modificado de Pittendrigh (1981a). D- En LL de
intensidad creciente, el sistema es perturbado continuamente, alejandose del ciclo limite hacia su

Maés que un conjunto de abstracciones matematicas, un modelo es la representacion
formal de un conjunto de hipdétesis sobre el funcionamiento de un sistema. Un buen modelo
debe reunir dos caracteristicas esenciales: 1) debe resumir la evidencia experimental
disponible, y 2) debe tener la capacidad de predecir el funcionamiento del sistema en
circunstancias novedosas (Pavlidis, 1981). Los modelos previamente descriptos reunen
satisfactoriamente estas caracteristicas, ya que no sélo retnen hipotesis sobre los mecanismos
de encarrilamiento de los relojes bioldgicos, sind que han demostrado predicciones
funcionales de exquisito valor conceptual. Son un ejemplo los trabajos de Winfree para
demostrar la existencia de la singularidad del reloj de Drosophila, obteniéndose patrones de

arritmicidad mediante pulsos Unicos administrados en torno a esta fase (Winfree, 1971).
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1.6. EI modelo de Barcelona: una hipétesis sobre el sistema circadiano

Basandose en la idea del reloj como un sistema multioscilatorio, el grupo de
Cronobiologia de la Universidad de Barcelona ha desarrollado un modelo teérico del sistema
circadiano, denominado como el "Modelo de Barcelona” por Colin Pittendrigh. EI modelo
resume diversas hipotesis acumuladas por la evidencia empirica actual acerca del
funcionamiento del sistema. Basicamente, esta definido como una poblacion de osciladores
(representando a neuronas o0 grupos de neuronas) con una distribucion de velocidades
angulares. Cada oscilador es descripto por dos ecuaciones diferenciales, definiendo un ciclo
limite en el plano de estados. En esta introduccion se describiran las caracteristicas mas
importantes del modelo, mientras que sus detalles han sido explicitados en Diez-Noguera
(1994).

x=f(xy) =1-xy
1+b
1+by

y=g(xy)=ay(x - )

€& X Y=[Na"] [Ca?] [GLU] V,

v

Figura 12. Representacion del modelo de Barcelona, un sistema de multiples osciladores ciclo limite. La dindmica
del oscilador esta descripta por dos ecuaciones diferenciales (en este caso el sistema Selkov). El correlato real del
oscilador es un conjunto de variables fisiolégicas, como las concentraciones de algun ion involucrado en las
propiedades eléctricas de la membrana neuronal (Na®), de algin mensajero intracelular (Ca*"), de algln
neurotransmisor (GLU), el propio potencial de membrana (Vm), o de algun factor dependiente del propio reloj
celular.

Actualmente se sostiene que la organizacion funcional de los NSQ, un conjunto
heterogéneo de osciladores celulares, reside en los mecanismos de comunicacion entre ellos.
El modelo incluye esta hipdtesis como una de sus propiedades fundamentales. La interaccion
entre los osciladores es definida por una matriz de coeficientes, cuyos valores son afectados

por un factor de acoplamiento global que representa la fuerza de acoplamiento del sistema. El
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acoplamiento actua en el modelo como un factor ecualizador entre los osciladores, de manera
que cuando aumenta se reducen las diferencias entre los valores instantaneos de las variables
de estado de los mismos. Esencialmente, el estado de cada oscilador es modificado

continuamente por el estado de los restantes osciladores.

,—————

’

fuerza de acoplamiento

Figura 13. El esquema muestra el cambio esperado en las trayectorias de los osciladores al
incrementarse la fuerza de acoplamiento. Los osciladores se aproximan en el plano de estados
adquiriendo una trayectoria mas central, que se acerca al promedio del sistema.

Si se retoma la idea del plano de estados como uno de fases (Figura 12), el efecto
principal producido al aumentar el acoplamiento del sistema es el cambio en las fases de los
osciladores, las cuales se aproximan. El principio de acoplamiento en un sistema
multioscilatorio fue sugerido por Winfree (1967). Si bien este principio resulta util con el
objeto de modelar el funcionamiento del sistema circadiano, debe considerarse que el modelo
reduce a un factor unidimensional el acoplamiento, cuyo correlato fisiologico es

evidentemente multivariado y complejo tal como se ha descripto anteriormente.

La aplicacion computacional del modelo permite el uso de distintas ecuaciones
diferenciales cuya salida numérica es oscilatoria y que se han utilizado para modelar
oscilaciones reales de diversos sistemas (Diez-Noguera, 1994). El sistema mas usual por
razones empiricas, resulta el descripto por Selkov (1968) para modelar la glucdlisis. Este

sistema produce simulaciones estables y presenta una CRF a pulsos de acoplamiento de forma
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similar a la CRF fotica de los roedores. Ademas, se han realizado varios estudios en los que se
demuestra que la naturaleza del oscilador resulta trivial y que las propiedades funcionales de
un sistema multioscilatorio residen en la modulacion ejercida sobre el acoplamiento entre los

componentes (Diez-Noguera y col., 2003).

Uno de los supuestos basicos para el uso del modelo como hipotesis del sistema
circadiano, es que el acoplamiento puede ser modulable por la intensidad de la luz, entre otros
factores. De este modo ha sido posible simular diversos comportamientos, como el desarrollo
de la ritmicidad circadiana durante la ontogenia y el encarrilamiento continuo y discreto.
Ademas se ha sugerido la existencia de elementos hipotéticos de naturaleza atin desconocida,
que podrian mediar el acoplamiento en el sistema circadiano (Helfrich-Forster y Diez-

Noguera, 1993).

1.7. Plasticidad funcional del sistema circadiano

En esta introduccion se han descrito hasta aqui las regularidades empiricas mas
importantes del sistema circadiano, las cuales conforman un nucleo duro bastante establecido
en Cronobiologia. Sin embargo, el sistema circadiano es altamente complejo, e involucra
multiples componentes desde el nivel anatdmico hasta el molecular. En el caso de un ciclo
limite, por ejemplo, el sistema siempre conservard el t y tenderd a responder con la misma
CRF. Estos sistemas son definidos como de “solo-fase” (Roenneberg y col., 2003).
Evidentemente estos sistemas resultan insuficientes para predecir el encarrilamiento a
perturbaciones continuas como durante un ciclo LO, debido a que justamente no se
consideran estos efectos. De hecho, el encarrilamiento en el medio natural debe basarse tanto
en efectos continuos como discretos del ciclo LO (Aschoff, 1963). En condiciones de
laboratorio, el ciclo LO generalmente presenta transiciones abruptas (apagado y encendido)
de la luz ambiental las cuales afectan fuertemente al ritmo circadiano manifiesto mas alla de
los efectos especificos de encarrilamiento. Estos efectos directos de enmascaramiento pueden
ocurrir tanto sobre procesos dependientes como independientes del reloj (Redlin y

Mrosovsky, 1999). Resulta claro que no es posible discriminar entre los efectos encarriladores
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especificos e inespecificos de la luz, y esta situacion se acentiia cuanto mas se aleja el ciclo T

del t del ritmo, cerca de los limites de encarrilamiento.

Por ejemplo, a pesar de su especifico correlato neural a nivel de la region ventromedial
de los NSQ, el componente encarrilado por la luz observado en la disociacion del ritmo de
actividad motora en T22, podria incluir el efecto de enmascaramiento impuesto por las
transiciones bruscas del ciclo LO. Este efecto no sélo contribuye al ritmo manifiesto, sind que
también podria afectar a los NSQ por otras vias (Redlin y Mrosovsky, 1999). Otra posibilidad
es que este componente resulte del “reclutamiento” de un conjunto de osciladores que
encarrilan, lo que permite sugerir la existencia de grados de encarrilamiento a nivel del
sistema circadiano. Para verificar estas hipotesis, y dado que la intensidad de la luz modula
proporcionalmente el encarrilamiento de acuerdo al modelo continuo, se propone estudiar los
efectos del fotoperiodo en ciclos T22 y T23 en el limite inferior de encarrilamiento, donde se

presenta el ritmo disociado de actividad motora de la rata (Articulo 1).

Se sabe que el rango de encarrilamiento es caracteristico de la especie y que varia con la
fuerza del zeitgeber (Aschoff, 1981), ademas de variar también con la edad (Ehret y col.,
1978). La determinacion de este rango resulta muy util para estudiar las caracteristicas de la
interaccion del sistema circadiano con el ambiente. Por ejemplo, se ha demostrado que ciclos
T que presentan transiciones suaves entre la escotofase y la fotofase simulando el crepusculo
y el amanecer, son mas eficientes para encarrilar el ritmo de actividad del hamster ya que
ensanchan el rango de encarrilamiento (Boulos y col., 2002). Otros experimentos demuestran
que ciclos LO presentando luz tenue nocturna simulando la iluminacién lunar, también
aumentan el limite superior de encarrilamiento (Gorman y col., 2005). Estos experimentos
sugieren que los efectos de la luz en los mecanismos de encarrilamiento son complejos y que

no pueden ser predecidos mediante la CRF considerando un sistema de “s6lo-fase”.

Al aproximarse experimentalmente a los margenes de encarrilamiento, se observan
comportamientos complejos, como el encarrilamiento parcial o relativo de ciertos ritmos
controlados por el sistema circadiano (Aschoff, 1981). También puede observarse la
modulacién periddica de la frecuencia del oscilador, obteniéndose un periodo acelerado

durante la luz y desacelerado durante la oscuridad, fenomeno conocido como coordinacion
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relativa del oscilador por el zeitgeber (Aschoff, 1981). Estos fenomenos demuestran que el
encarrilamiento no es un fendmeno de tipo “todo o nada”, y que puede presentar niveles de
complejidad. Incluso el propio paradigma experimental puede influir en la determinacion del
rango de encarrilamiento. Existen tres estrategias experimentales basicas para esta
determinacion: 1) exponer a distintos grupos de animals bajo distintos ciclos T cubriendo el
hipotético rango, 2) incrementar o decrementar gradualmente el ciclo T partiendo desde T24,
hasta observar la périda del encarrilamiento, 3) utilizar la CRF. Ademas, si bien el ciclo LO es
la principal informacion temporal para el sistema, otras claves ambientales presentadas de
manera ciclica, como la disponibilidad de alimento (Boulos y Terman, 1980), la temperatura
ambiente (Francis y Coleman, 1988), interacciones sociales (Honrado y Mrosovsky, 1991) o
la actividad en la rueda (Reebs y Mrosovsky, 1989) son zeitgebers potentes. En el contexto de
esta tesis, se propone estudiar el efecto de la actividad en la rueda y de la exposicion
prolongada en ciclos T en el limite inferior de encarrilamiento del ritmo de actividad del

hamster (Articulo 2).

Como se ha explicitado, el sistema circadiano del hamster es un sistema complejo capaz
de mostrar diversas configuraciones funcionales. Ademads, este sistema es altamente sensible
al fotoperiodo, el cual puede modular el encarrilamiento de manera de producir un modelo de
coincidencia externa generando rtimos comportamentales y fisiolégicos apropiados para cada
estacion del afio (Pittendrigh y Daan, 1976b; Schwartz y col., 2001). Incluso la historia
fotoperiddica previa puede permanecer impresa en el sistema circadiano, reflejandose como
post-efectos en el 1, en el perfil de actividad, y en la CRF (Pittendrigh y Daan, 1976a;
Pittendrigh y col., 1984). Estas influencias también tienen correlatos en la actividad de los
NSQ (Mrugala y col., 2000; Schaap y col., 2003). Los cambios dependientes de la historia
previa de encarrilamiento sugieren que el sistema circadiano muestra plasticidad, ya que el
estado actual del sistema no depende solo de las condiciones de iluminacion contingentes,
sind que también es establecido histéricamente, como un fenémeno de histéresis descripto por
Hoffman (1971) para el “splitting” en Tupaia. Dado que estas evidencias reflejan claramente
que el sistema circadiano es mas complejo que un sistema de “solo-fase”, y asumiendo que el
acoplamiento entre los osciladores puede ser disminuido por la intensidad de la luz, se
propone: 1) realizar simulaciones con el modelo del sistema circadiano, para predecir su

funcionamiento en distintas condiciones experimentales, 2) estudiar el encarrilamiento del
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ritmo de actividad del hamster en ciclos T22 de distinto contraste, que modularian el
acoplamiento, para verificar las predicciones del modelo, 3) estudiar la dependencia de la

historia previa en el encarrilamiento (Articulo 3).

El reloj del sistema circadiano, los NSQ, son una estructura anatémica y
fisiolégicamente heterogénea, que puede presentar multiples salidas oscilatorias. En los
rodeores, condiciones LL prolongadas producen la pérdida de distintos ritmos circadianos
como el de actividad, temperatura, y en funciones endoécrinas (Eastman y Rechtschaffen,
1983; Depres-Brummer y col., 1995). Resulta muy probable que este estado de arritmicidad
sea consecuencia del desacoplamiento entre los osciladores, y de hecho actualmente se sabe
que el funcionamiento coherente de los NSQ en LL se pierde (Ohta y col., 2005). Este estado
funcional a nivel del reloj se correlaciona bastante con la arritmicidad comportamental. Pero
desde el punto de vista de la estructura de la serie-temporal, ;qué es esencialmente la
arritmicidad? Cabe preguntarse ademads, cuales son las caracteristicas dindmicas de este
estado, y en este sentido surgen dos posibilidades: 1) que sea mayormente un proceso
estocastico, 2) que presente una estructrura temporal con frecuencias dominantes y algliin
grado de correlacion. Para contestar esta pregunta, se planted el estudio de la AM de ratas
expuestas a LL, y de otras con lesiones en los NSQx. Ademas, realizando el registro con una
elevada frecuencia de muestreo (1 min), es posible utilizar técnicas de analisis fractal sobre
las series temporales. Estas técnicas permiten estimar el nivel de correlacion en la estructura
temporal de los datos. De este modo, se estudio la estructura de frecuencias en el rango
ultradiano, y el grado de correlacion de las series temporales, tanto en el dominio del tiempo

como en el de la frecuencia, en la region de alta frecuencia (Articulo 4).

Dado que los NSQ pueden presentar distintas reorganizaciones funcionales, como se ha
descripto anteriormente en los distintos estudios realizados, siguiendo un modelo de caja
negra cabe preguntarse si estas reorganizaciones pueden reflejarse en el patron de AM.
Incluso al observar un actograma en condiciones de curso libre, se observa que el patrén
ritmico presenta complejidades en su estructura temporal. Estas complejidades estructurales
no pueden ser caracterizadas con los métodos convencionales de deteccion de AM, como los
dispositivos de haces infrarojos (IR) o la rueda. De hecho, estos métodos (sobre todo el IR)

asumen que la AM es una variable estocastica, de la cual sdlo interesa para los estudios
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cronobioldgicos su caracterizacion ritmica. Sin embargo, es obvio que esta AM general
incluye diversos patrones comportamentales como estereotipias, incluyendo exploracion,
aseo, acceso a la bebida y la comida, fases de mayor movimiento, otras de permanencia en
determinados sectores, etc. Entonces, la caracterizacion de otros posibles ritmos
comportamentales se pierde con los métodos convencionales, la cual puede mejorar la
comprension de la salida comportamental del reloj. Ademas, considerando los resultados del
anterior trabajo, el estudio de la complejidad en series temporales de AM podria ser también
util. Con este objeto, se desarrollé un método para la adquisicion de datos comportamentales
con alta resolucioén temporal y espacial, que permita hacer registros prolongados de roedores
en aislamiento. Se construy6 un actimetro basado en una plataforma provista de sensores de
fuerza, y un sistema de célculo para obtener el centro de la fuerza, determinar la posicion del
objeto moévil sobre el plano y obtener su trayectoria. De esta trayectoria pueden obtenerse
distintas variables relacionadas con el movimiento del animal. Se realizaron registros de entre

3 y 5 dias de animales sometidos a LO, OO, y de animales LL y NSQx (Articulo 5).
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