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RESUMEN

En el presente trabajo se estudié el efecto de la melatonina sobre ritmo
circadiano de actividad locomotriz de la lagartija Sceloporus torquatus. El
objetivo de este trabajo fue determinar si la aplicacion diaria de inyecciones de
melatonina, sincroniza el ritmo circadiano de actividad en oscuridad constante
y si el mismo tratamiento restituye el ritmo circadiano durante la arritmia
producida por la luz brillante constante. S torquatus es un modelo de
investigacién que ha facilitado el estudio de la participacién de la glandula
pineal en distintas propiedades del sistema circadiano de reptiles, por lo que es
también un modelo ideal para el objetivo de estudio en el presente trabajo. Los
animales fueron colectados en las localidades de San Andrés Tlalcayac
(Estado de México), en el Pedregal de San Angel y en el Desierto de los
Leones (Distrito Federal). Las lagartijas recolectadas se mantuvieron para su
habitacién en condiciones de laboratorio durante una semana. La actividad
locomotriz fue registrada mediante el uso de sensores infrarrojos adaptados a
acuarios y los registros de actividad se desarrollaron en oscuridad o luz
constante. A las lagartijas se les inyecté diariamente y durante 10 dias, 10 ul de
una solucién vehiculo, de etanol al 1% en agua. Posteriormente, se le
administré una vez al dia durante otros 10 dias mas una solucién de vehiculo
que contenia 3 pg de melatonina. La actividad fue analizada en forma de
actogramas de doble grafica y por medio de periodogramas de X? y perfil de
actividad promedio. La sincronizacion fue considerada en funcién al cambio de
periodo y a la relacion de fase entre la aplicacién de la melatonina y el inicio de
actividad del animal. Los resultados obtenidos indican que la inyeccidn
periédica de melatonina en condiciones de oscuridad constante, cambian el
periodo del ritmo de actividad a uno cercano al del ciclo de inyecciones,
indicando una posible sincronizacion; mientras que en arritmia producida por
luz constante no se observa que las inyecciones de la melatonina tuvieran un
efecto de restauracion del ritmo circadiano. Lo anterior sugiere que la arritmia,
posiblemente causada por un desacoplamiento interno de los osciladores que
regulan el ritmo de actividad locomotriz no es sensible a las dosis de
melatonina usadas en el presente trabajo.



INTRODUCCION

1. ¢{QUE SON LOS RITMOS BIOLOGICOS?

Un Ritmo Biolégico se conoce como la repeticion regular de una
caracteristica biolégica a lo largo del tiempo. Se pueden distinguir dos
categorias generales: aquellos ritmos correlacionados con cambios perioddicos
del planeta (mareas, dias, estaciones y afos) y los homeostaticos, que no se
relacionan con eventos relacionados con los movimientos de rotacion vy
traslacion del planeta (por ejemplo la frecuencia cardiaca y los movimientos
respiratorios). Los ritmos biolégicos generalmente aparecen como una
adaptacion del organismo a las variaciones ciclicas del ambiente. En
condiciones naturales los ritmos bioldgicos presentan una frecuencia muy
cercana a la del estimulo externo con que éstos se relacionan (Gruart et al,
2002). Los ritmos bioldgicos clasificados con base en su frecuencia se dividen
en infradianos, cuyo periodo tiene una duracién mayor a 24 horas (los ciclos
lunares, las migraciones, la reproduccion, etc); los ritmos circadianos, con
duracién cercana a las 24 horas (como el ciclo de suefo-vigilia) y los ritmos
ultradianos, que tienen una duracién menor a un dia (Dunlap et al, 2004). El
término circadiano (del latin circa = cerca, y diano = dia) fue introducido por

Franz Halberg en 1959.

El primer experimento conocido relacionado con los ritmos biolégicos se
realiz6 en 1729, cuando el astrénomo francés Jean Jaques d Ortous de Mairan
observd un aspecto interesante en el movimiento de las hojas de la graminea

Mimosa pudica, la cual abria sus hojas durante el dia y las cerraba en la noche.



Al colocar la planta en oscuridad constante, las hojas aun se abrian y cerraban
con periodicidad circadiana. Mas tarde, en 1758 Henry-Louis Duhamel al no
creer que dicha planta pudiera mantener el movimiento de sus hojas alejada
del sol decidi6 repetir el experimento de DeMairan bajo condiciones mas
rigurosas de oscuridad constante. La planta fue colocada dentro de un armario
y cubierta por un tubo de cuero, al observar DeMairan que en ausencia de luz
el ciclo de movimiento de las hojas persistia, se di6 a la tarea de averiguar si la
temperatura podia actuar como un estimulo a éste fendmeno. Repitio el
experimento en un invernadero donde la temperatura se mantuvo
constantemente alta y el resultado fue en ambos casos el mismo, las hojas se
abrian y cerraban ritmicamente. Alfonso De Candolle, un notable botanico
suizo, demostrd en 1832 que el movimiento de las hojas de Mimosa persistia
en oscuridad constante, pero al invertir el experimento exponiéndola a la luz
constante el ciclo se completaba en 22 horas. Esto sirvi6 como dato para
demostrar que el ritmo no era producto directo de los cambios en el ambiente y
que se presentaban con una duracién cercana a un dia. Pero lo mas importante
es que demostré que el ciclo de apertura de las hojas se podia sincronizar a
estimulos artificiales de luz-oscuridad.

Los trabajos de DeMairan, Duhamel y DeCandolle demostraron, aunque
ellos no lo supieran, que el ritmo biol6égico observado en la planta es
enddgeno; es decir, es generado por el propio individuo.

En 1928, Erwin Biinning formalizé el estudio de los ritmos bioldgicos, y
propuso que tienen valores adaptativos para los organismos. Sus
descubrimientos se acreditan ahora como el inicio de la investigacion del

fotoperiodo en plantas (revisado en Dunlap et al, 2004).



Collin Pittendrigh en la década de 1950 trabaj6é con insectos, cambiando
el ritmo de emergencia de la pupa de Drosophila sp, lo cual le sirvid para
desarrollar el marco conceptual de los relojes biolégicos. Mientras que Jurgen
Aschoff, a finales de los afos 50, pasdé del estudio de los cambios de
temperatura del cuerpo humano al ritmo de actividad locomotriz en ratas.
Pittendrigh, Aschoff y Franz Halberg, fueron los fundadores de la cronobiologia
moderna, que se define como la ciencia que estudia las bases de los relojes
biol6gicos que dan lugar a los ritmos circadianos. Cuando dieron a conocer sus
trabajos, el interés por medir el tiempo en los organismos se extendid
rapidamente en la comunidad cientifica.

El estudio sisteméatico de los relojes biol6gicos de los organismos inicia
su auge desde 1960. Los registros de cantos de aves, movimiento de las hojas
y movimiento de los pétalos, dejaban ver que los organismos hacian algo mas
que solo responder a los estimulos del ambiente y se discutia sobre la
existencia de un origen exégeno o enddgeno de los ritmos biolégicos. En 1968
se localiz6 el marcapasos circadiano en el I6bulo éptico de la cucaracha y del
grillo, y fue complementado con el trabajo de Terry Page, quién demostrd que
la ablacién de la regién que une el cerebro con el |6bulo 6ptico producia la
pérdida del ritmo de actividad locomotriz y el transplante de esas estructuras lo
restituia. Los trabajos de Moore en 1972 dieron lugar al descubrimiento del
marcapasos en mamiferos, reconociendo el Nucleo Supraquiasmatico (NQS)
del hipotalamo como marcapasos primario. A principios de 1970 Konopka
logré clonar el primer gen (per) del reloj biolégico en Drosophyla, mientras que
Feldman cloné el primer gen (frq) para el reloj de Neurospora. (revisado en

Dunlap et al, 2004).



2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS RITMOS CIRCADIANOS.

Un ritmo circadiano se refiere a la actividad biolégica que oscila bajo
condiciones ambientales constantes, con un periodo cercano a las 24 horas y
sélo ciertos estimulos lo pueden reiniciar. EI periodo de los ritmos circadianos
raramente es igual a las 24 horas. Consideramos como periodo al tiempo que
transcurre entre una fase del ciclo y su recurrencia (figura 1). Cabe sefalar que
en la cronobiologia, el rasgo de periodo es mas utilizado que la frecuencia,
pese a que la clasificacién de los ritmos se haya mantenido con base en ésta
altima.

En términos generales los ritmos circadianos poseen las siguientes
caracteristicas:

1. Son enddgenos, se presentan en oscilacibn espontanea aun en
ausencia de factores externos y estan determinados genéticamente.

2. Son ubicuos.

3. Compensan los cambios de la temperatura

4. Pueden ser sincronizados por factores ambientales comunes.

Los términos oscilador, reloj y marcapaso se relacionan a un contador
central de tiempo que coordina una gran cantidad de ritmos. Estos tres
componentes en definicion poseen diferentes connotaciones. Un reloj es un
montaje de componentes para medir el tiempo. El marcapaso es una regién
localizable anatémica y funcionalmente, capaz de mantener su propia

oscilacion y sincronizar otros elementos osciladores. El oscilador es una serie



de componentes cuya accion e interaccién reguladora son suficientes para

producir un ritmo pero no necesariamente coordina la oscilacién de otros

componentes del reloj (Aguilar, 1993).

Un ritmo presenta distintos parametros que se pueden estudiar
mediante una funcién cosenoidal (Figura 1), tales como:

- Periodo: definido como el intervalo de tiempo entre dos acontecimientos
idénticos, es decir, la duracién de un ciclo completo.

- Mesor: valor medio de la variable estudiada calculado a lo largo de un
periodo completo.

- Amplitud: diferencia entre el mesor y el valor maximo alcanzado por la
variable a lo largo del periodo. La amplitud, a veces es considerada también
como la altura que existe entre el valle y la cresta de una oscilacion.

- Fase: valor instantaneo, conocido y predictible de una variable biolégica en
un momento dado. Siempre se menciona con relacién a un evento externo a
la oscilacion (Golombek, 1997).

La estructura del ritmo se puede estudiar considerando dos etapas:
alpha (a) (activo) y rho (p) reposo. La duracion de (a) y su actividad, regulacién
del inicio y término de la actividad, presencia de diversos picos de actividad, la
actividad ultradiana, puede variar enormemente en funcién al tipo de ritmo que

se observa.
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Figura 1 Pardmetros basicos que componen la funciéon cosenoidal de un
ritmo circadiano.

El estudio del reloj circadiano se ha basado principalmente,
documentando la presencia o ausencia de actividad en el comportamiento del
animal. Los ritmos circadianos que se observan en condiciones constantes de
laboratorio, cuyo periodo difiere de 24 horas, en la naturaleza estan
constantemente sincronizados a 24 horas por la influencia de los
sincronizadores ambientales. Los factores ambientales que son capaces de
sincronizar a un ritmo circadiano, son también conocidos en cronobiologia
como los “zeitgebers” vocablo aleman que significa “dador de tiempo”
(Golombek, 1997). Debido a que el zeitgeber de mayor influencia son los ciclos
de iluminacién diaria en los seres vivos expuestos a la luz solar, se considera
gue en general el sistema circadiano estd compuesto por:

- Uno o varios componentes visuales, que son fotorreceptores acoplados a
vias que median la sincronizacion fotica del marcapasos.

- Estructuras marcapasos que generan la sefal circadiana.



- Vias eferentes desde los marcapasos a los sistemas efectores que

ejecutaran la conducta ritmica.

2.1 Libre curso.

El libre curso (free running, en inglés) del ritmo, ocurre cuando el organismo
se enfrenta a un ambiente libre de sefales temporales, entonces el periodo del
ritmo se desvia ligeramente de las 24 h. El valor del periodo depende en gran
medida del tipo de organismo que se estudie y las caracteristicas de las
condiciones constantes, asi como de las caracteristicas ambientales que lo
influian previamente. Por ejemplo: en mamiferos diurnos en oscuridad
constante, el ritmo tiende a durar mas de 24 horas y en especies nocturnas
menos de 24 horas. Es importante registrar todos estos datos porque la
combinaciéon que pueda resultar de ellos nos da una visién caracteristica de
cada uno de los organismos. Los periodos circadianos se moderan en
condiciones de oscuridad constante, disipdndose principalmente en un rango

de horario de 22 a mas de 26 horas.

2.2 La sincronizacion.

Normalmente los organismos no viven en condiciones constantes, sino que
estan expuestos a las condiciones del ambiente que cambian ritmicamente. El
ritmo enddgeno refleja esta condicibn mediante su sincronizaciéon con el
ambiente (entraining, en inglés). Se conoce a la sincronizacién como el ajuste
del periodo de ritmicidad biolégica al periodo de los ciclos ambientales,

manteniendo ambos una relacién de fase estable. Es decir que el ritmo



biolégico tiene un periodo igual al del zeitgeber del ambiente en que se
encuentra el organismo. De acuerdo con Pittendrigh, la sincronizacién provee a
los relojes biolégicos de un mecanismo por el cual son capaces de reconocer la
hora local, ello les otorga un valor adaptativo (revisado en Aguilar, 1993).
Durante la sincronizacion, los relojes bioldgicos ajustan su periodo de
oscilacion (1) al periodo del ritmo ambiental (T) de tal modo que 1 = T. El
sincronizador mejor estudiado son los cambios de luz-oscuridad, o ciclo dia y
noche, ya que las variaciones de luz son mas estables en su periodo y fase, lo
que los hace mas predecibles. Otros sincronizadores son los ciclos de

temperatura, la disponibilidad del alimento y las senales sociales.

Se han propuesto dos modelos para explicar el mecanismo por medio del

cual el reloj bioldgico es sincronizado al ciclo de luz y oscuridad:

a) Modelo continuo

Propone que la velocidad angular o tasa de movimiento del mecanismo
del reloj cambia proporcionalmente con la intensidad de luz presente. El
organismo recibe informacion continuamente y ésta ejerce un efecto constante
sobre el oscilador. Se generan aceleraciones y desaceleraciones de la
velocidad angular del reloj para ajustarlo continuamente al ciclo de luz
oscuridad.

La sincronizacién que se lleva a cabo por medio de la modulacion del
periodo en libre curso se le conoce como sincronizacion parameétrica, pero el
término es matematicamente inapropiado y se le llama generalmente

sincronizacion continua. Una evidencia de esta modulacion es que el ritmo en



libre curso depende de la intensidad de luz, esta observacion se resume en lo
que se conoce como la regla de Aschoff : al aumentar la intensidad de luz se
tiende a acortar el periodo del ritmo en organismos diurnos y a aumentar el
periodo del ritmo en animales nocturnos. Otra evidencia sugiere que la luz
ejerce una accién constante sobre el reloj durante la sincronizacion del ciclo luz
— oscuridad, y provoca que corra mas rapido en luz y sea mas lento en
oscuridad como sucede en muchos animales nocturnos y opuesto en animales
diurnos. La iluminacién continua e intensa provoca que el ritmo de actividad
locomotriz se pierda y otros ritmos se atenlen hasta desaparecer; esto se ha
interpretado como que el reloj u oscilador responsable se detenga o bien que
suceda un desacoplamiento del marcapasos y las vias efectoras, asi como una
desincronizacion de varios osciladores responsables de coordinar el ritmo

manifiesto (Aschoff, 1981).

Una manera de demostrar el modelo continuo, es intentar sincronizar al
animal con pulsos de luz, si la sincronizacion es puramente paramétrica

entonces fallara y el animal entrara a libre curso.

b) El Modelo Discreto

Fue desarrollado por Pittendrigh en 1966 en sus trabajos con Drosophila
sp. La premisa basica del modelo dice que un marcapasos circadiano
sincronizado esta en equilibro con el ciclo de luz y oscuridad (LO), cuando la
luz percibida cada dia aporta un cambio de fase suficiente para adelantar o
retrasar el periodo y copiar el periodo del ciclo externo de luz. Datos

experimentales han demostrado que en algunos roedores, basta un pulso de

10



luz de un segundo para lograr una sincronizacion. Las sefnales sincronizadoras
correspondientes en la naturaleza son el amanecer y el crepusculo. Este
modelo se conoce como modelo discreto 0 no parameétrico. La simplicidad del
modelo recae en sus excelentes propiedades predictivas, que se basan en el
periodo en libre curso y en el cambio de fase producido en una hora
determinada.

Una sincronizacién es fuertemente estable cuando la sefal de luz genera

una respuesta a manera de un cambio de fase con magnitud igual al periodo

en libre curso T. Es decir que hay coordinacion absoluta cuando T— periodo del

sincronizador (T) = magnitud del cambio de fase.

Cuando la influencia del sincronizador sobre el marcapasos es débil, no se
logra una sincronizacion completa. Es decir, existe una coordinacion relativa
entre el marcapasos y el zeitgeber, y sucede cuando el cambio de fase

evocada por el sincronizador no es lo suficientemente grande como para

igualar T — T. Bajo estas condiciones el ritmo parece estar en libre curso, a

veces responde al zeitgeber y a veces no.

La sincronizacion con pulsos de luz en el modelo discreto ha llevado a
formular muchas propuestas de los mecanismos de la sincronizacién. Sin
embargo, la mayoria de los organismos viven en condiciones ambientales
donde se encuentran sometidos a condiciones constantes de luz durante el
dia. Excepto las especies nocturnas que normalmente viven bajo tierra o en
cavidades y salen a la superficie alrededor del momento en que oscurece. El
modelo de sincronizacién discreta propone que lo relevante del fotoperiodo por
sincronizacion son las transiciones discretas de luz y oscuridad. La hipétesis es

que estas transiciones de luz — oscuridad, se pueden imitar con pulsos de luz

11



de 15 minutos cada 12 horas. Estos pulsos periédicos proveen un esqueleto
del fotoperiodo real, por lo que estos protocolos reciben el nombre de
fotoperiodo esqueleto. No es probable que los pulsos de luz imiten el amanecer
real y el crepusculo real. Sin embargo, los fotoperiodos esqueleto si pueden
imitar fotoperiodos completos razonablemente bien en algunos organismos.

El foto periodo esqueleto proporciona una sincronizacién de dos pulsos por

ciclo circadiano. Segun este modelo, el cambio de la primera fase menos el

cambio de la segunda fase debe seriguala T-T.

Un punto interesante con este modelo es que el angulo de fase del
marcapasos circadiano es mucho mas estable bajo un a sincronizacion de dos
pulsos que bajo una sincronizacién de un solo pulso. El angulo de fase se
puede definir como la diferencia expresada en horas o en grados entre el pico
de un oscilador impulsado y el pico en un oscilador sincronizado.

En la mayor parte del mundo, excepto a nivel del Ecuador, la duracion del
dia y la noche varia segun las estaciones del afo, esto representa un reto para
la sincronizacién al ambiente de los organismos. Colin Pittendrigh y Serge
Daan describieron que el modelo discreto puede imitar la sincronizacién por
estaciones utilizando combinaciones realistas entre el periodo en libre curso y
las curvas de respuesta de cambio de fase (por ejemplo, al combinar un ritmo
en libre curso de 25 horas con una curva predominantemente de adelanto de
fase y una proporcién grande de avance — retraso). Una diferencia notable
entre el modelo discreto y el modelo continuo de sincronizacion tiene que ver
con los ajustes de fase y periodo. En el modelo discreto, el periodo en libre
curso se toma generalmente como constante, y se ajusta a T solo por medio de

cambios de fase causados por un cambio abrupto de luz de amanecer o
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crepusculo. Por otro lado, el modelo continuo anticipa la modulacién del
periodo del reloj en libre curso continuamente a través del dia (revisado en

Dunlap et al, 2004).

2.3 Enmascaramiento.

Un sistema circadiano debe tener una entrada de informacion ambiental a
través de los 6rganos de los sentidos y una salida en respuestas fisiolégicas y
conductuales. En una medicion indirecta cualquier cosa que pueda interferir
entre la entrada y la salida puede enmascarar el estado real del oscilador. El
reloj no se ve afectado pero el ritmo abierto no se expresa porque a veces
puede ser perjudicial para el animal. La forma en que se puede distinguir una
sincronizacion de un enmascaramiento es mediante los siguientes criterios:

1) Después de interrumpir los ciclos sincronizadores se observa el ritmo en
condiciones de libre curso. Se espera que la fase del ritmo el primer dia en
condiciones constantes corresponda a la esperada cuando se mantuvo en
ciclos de LO.

2) Ante un cambio en el horario del fotoperiodo por ejemplo, un avance o un
retraso en la hora de encendido y de apagado de la luz, el ritmo manifiesto
presentara una serie de ciclos transitorios que lentamente llevan al
acoplamiento con un a fase estable con el nuevo fotoperiodo (revisado en

Dunlap et al, 2004).
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2.4 La compensacion de la temperatura

Los ritmos circadianos compensan la temperatura, de tal forma que ante
cambios ambientales en la temperatura ambiental, la velocidad angular en el
reloj se ve escasamente afectada. Ello significa que si en todos las reacciones
de temperatura un aumento en 10 grados centigrados incrementa dos a tres
veces la velocidad de reaccién (Q10=2 o 3), ante cambios semejantes de

temperatura el periodo del ritmo se mantiene (Q10 = 1).

3. ORGANIZACION CIRCADIANA EN VERTEBRADOS NO MAMIFEROS.

El sistema circadiano en vertebrados no mamiferos es multioscilador por
naturaleza, con varias entradas féticas. Aparentemente una gran variedad de
tejidos son capaces de expresar oscilaciones auto sostenidas que rapidamente
se amortiguan en condiciones constantes in vitro. El o los marcapasos son
estructuras que también regulan y coordinan a los osciladores periféricos o
“esclavos”. Se dice que una estructura es un marcapasos para una conducta
ritmica en particular cuando:

1) Al quitarlo desaparece el ritmo manifiesto.

2) En condiciones in Vitro, la oscilacién de alguna variable biolégica del

marcapasos persiste.

3) Al transplantarlo en un animal al que se le ha lesionado la misma

estructura se reestablece el ritmo con la fase del donador.

En los vertebrados no mamiferos las estructuras que cumplen parcial o
totalmente estos requisitos son: la glandula pineal, La regién analoga al nucleo
supraquiasmatico del hipotdlamo, y los ojos. Estos sitios se encuentran

relacionados y conectados via hormonal y neural (Underwood, 2001).
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La razéon por la cual el sistema circadiano tenga una organizacién
consistente en multiples osciladores, donde la luz puede afectar a diferentes
niveles, se puede explicar evolutivamente; tal vez los primeros organismos
utilizaban fotorreceptores extraretinales antes de que la evolucién les otorgara
un sistema visual mas complejo y por alguna razén estos fotorreceptores se
conservaron en algunos organismos y en otros no. Actualmente tanto los
fotorreceptores como el sistema visual recogen diferente tipo de informacion
que les ayuda a tener un mejor panorama del ambiente que les rodea. El
papel de la hormona pineal melatonina de mediar la informacién fotoperiddica,
también parece tener una explicacion evolutiva. En organismos primitivos la
melatonina parecia ser un mediador de sefiales fotoperiddicas pero solo
dentro de los ojos o0 del 6rgano pineal, no de manera comunicante como
ahora. Un sistema redundante de marcapasos multiples con entradas
variadas de informacién le podria ayudar a los organismos a sobrevivir en un
ambiente al cual se deben de estar adaptando constantemente, y al obtener
esta ampliacién en la organizaciéon fue necesario contar con un medio de
comunicacién como la melatonina (Underwood, 2001).

El sistema circadiano de mamiferos presenta varias diferencias con el
sistema circadiano de vertebrados no mamiferos, aunque algunos de sus
componentes claramente se derivan de éstos, como por ejemplo el Nucleo
Supraquiasmatico (NSQ). Se pueden distinguir las siguientes diferencias: 1)
En mamiferos, el 6rgano pineal no es auténomo y la sintesis de la melatonina
en la pineal es controlada por el NSQ; 2) No existe la foto recepcién
extraocular en mamiferos, las entradas de luz ocurren exclusivamente por

medio de los ojos; 3) El marcapasos principal en mamiferos reside en el NSQ;

15



4) Los receptores de melatonina son menos abundantes en el cerebro de los
mamiferos que en los vertebrados no mamiferos.

El sistema circadiano de los mamiferos es mas cercano a sus
ancestros reptiles que a las aves. El porqué no existen fotorreceptores
extraretinales en los mamiferos se puede explicar desde el punto de vista de
que los organismos que se desarrollan en huevos, reciben mayor cantidad de
estimulos de luz durante su desarrollo que los animales que se desarrollan en
Utero. La pérdida de los fotorreceptores extraretinales se piensa que se
produjo durante un “cuello de botella” nocturno en la evolucion de los

mamiferos (Menaker, 1997).

3.1 Fotorreceptores Circadianos.

El papel de ojos en el sistema circadiano asume que éstos son capaces
de percibir la informacién luminosa del ambiente y envia esta informacion a los
relojes circadianos localizados en otro lugar. No ocurre en todos los casos pero
los ojos pueden tener un papel mas complejo, pudiendo por si mismo ser la
ubicacion de un oscilador circadiano que interactia con otros relojes para
controlar las respuestas de los organismos a los estimulos de luz.

Se ha demostrado que cantidades significantes de luz pueden penetrar
en el tejido cerebral de los vertebrados y que la luz de longitud de onda larga
penetra mas que las de onda corta. La sincronizacién en animales sin 0jos o
visualmente ciegos persiste después de quitar la glandula pineal, ya que
existen fotorreceptores extraretinales que median la sincronizacion, la cual se
ha dado en ciclos LO con una intensidad de luz equivalente a la luna llena. Se

sabe que estos fotorreceptores se ubican en el cerebro, porque al bloquear la
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entrada de luz a la cabeza interrumpe la sincronizacion en gorriones caseros
ciegos, ranas Yy lagartijas (Underwood, 2001). Existen estudios de
inmunohistoquimica en cerebro de iguanas donde se encuentran células

posiblemente fotorreceptoras en el diencéfalo basal (Grace et al, 1996).

Foster y Follet en 1985, demostraron que los fotorreceptores
extraretinales que intervienen en la respuesta reproductiva al fotoperiodo (de
acuerdo a la iluminacion estacional) en la codorniz japonesa, utiliza el foto
pigmento rodopsina. Hasta el momento se han ubicado los posibles
fotorreceptores extraretinales en la seccion media basal del hipotdlamo. La
codorniz y el pato también poseen neuronas entre las areas septal y tubelar
del cerebro que se pueden marcar con anticuerpos de antiopsina. Foster y sus
colaboradores han propuesto que las paredes adyacentes al fluido
cefalorraquideo en el cerebro puede contener una gran cantidad de
fotorreceptores y que es en ese sitio donde se encuentran los receptores
extraretinales en lampreas, reptiles y aves (Foster et. al, 1993). La
identificacién de estos sitios permitira disefiar estudios para determinar si estan
involucrados en la sincronizacién o en respuestas fotoperiddicas (revisado en

Underwood, 2001).

Foster y sus colegas han propuesto que los fotorreceptores retinales y
extraretinales coexisten en vertebrados no mamiferos: la naturaleza 6ptica de
los ojos le permite recrear una representacion del ambiente, una gran cantidad
de fotones le ayuda a construir una imagen espacial del mundo, los ojos miden

la brillantez de la luz en un punto determinado (radianza) mas no de todo el
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espectro ambiental (irradianza). Para la sincronizacion fética de los
marcapasos se necesita percibir los cambios de luz durante el dia, es decir, la
irradianza, los receptores extraretinales pueden captarla, ya que los tejidos
superiores esparcen la luz. Los mamiferos carecen de fotorreceptores
extraretinales, por ello se ha propuesto que las células ganglionares de la retina

son capaces de captar la irradianza (Foster et al, 1994).

3.2 La glandula pineal como fotorreceptor y como oscilador

Virtualmente todos los vertebrados poseen un 6rgano pineal. Este
6rgano se origina de la evaginacion del techo del diencéfalo y en el adulto se
comunica con el cerebro por medio de un tallo. En la mayoria de los
organismos se localiza en la superficie dorsal del cerebro, el cual es un lugar
accesible y conveniente para su investigacion. En vertebrados no mamiferos
(peces, reptiles y aves) existe un segundo componente del sistema pineal, el
cual se conoce como érgano parapineal u ojo parietal y también se origina del
techo del diencéfatlo, pero se localiza de manera mas superficial en una
posicion inmediatamente debajo del craneo. El 6rgano parapineal no se
presenta en serpientes, tortugas, y sapos.

El érgano parapineal posee tanto neuronas como células fotosensibles
y se ha demostrado con estudios tanto inmunohistoquimicos como
electrofisiolégicos la evidencia de foto recepcion, asi también en el 6rgano
pineal. En general, el érgano parapineal es capaz de mostrar respuesta
cromatica (discriminacion de color en longitud de ondas de luz) mientras que

el érgano pineal presenta respuesta acromatica (carente de color). Tanto en
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aves como en mamiferos la funcién fotorreceptora del érgano pineal es
inexistente (revisado en Underwood, 2001).

La glandula pineal en vertebrados no mamiferos es tanto un
fotorreceptor como un oscilador circadiano, en ella se sintetiza la hormona
indolamina conocida como melatonina, la cual se libera al torrente sanguineo.
Los ojos, la glandula Harderiana y las células enterocromaticas también
pueden producir melatonina pero no se ha demostrado que éstas Ultimas
tengan la funcién de marcapasos y mucho menos que las cantidades de
melatonina producida sean significativamente parecidas a las producidas por la

glandula pineal.

3.3 Efectos de remocidn del érgano pineal y de su transplante.

Estudios realizados mediante pinealectomia y transplantes, metabolismo
de indolaminas y la aplicacién de la melatonina, sugieren que el centro del reloj
circadiano se comunica con el resto de los componentes por medio de ésta
hormona. La pinealectomia y los transplantes de glandula pineal pueden
provocar cambio de periodo, particion del ritmo (splitting en inglés), o arritmia
en vertebrados no mamiferos (Menaker, 1997. Miranda Anaya et al, 2006,
Corona-Lagunas, 2004). Estudios de la pineal en cultivo extraida de peces,
reptiles, y aves, han demostrado que el ritmo de secrecion de melatonina y de
su enzima de sintesis la N-acetil transferasa (NAT) se pueden sincronizar por
ciclos de LO de 24 horas, también se mantiene ritmico en condiciones
constantes por varios ciclos. En varias especies: como la lamprea Petromyzon
marinus, la lagartija Dipsosaurus dorsalis, el gueko nocturno Christinus

marmoratus, la trucha Salmo gairdneri, y la codorniz japonesa Coturnix
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coturnix se observé que en LO se expresaba un ritmo, pero en OO no ocurria
(revisado en Underwood, 2001). La mayoria de las especies en que se
observa ritmicidad en oscuridad constante (OO) tiende a amortiguarse, tal ves
un reloj circadiano controla el ritmo de secrecién de melatonina sin embargo, la
persistencia del ritmo depende de la temperatura (Barret y Takahashi, 1997).

La glandula pineal también puede actuar como un sitio de marcapasos
circadiano. Debido a la importancia que presenta se lo ha descrito tanto neural
como endocrinamente y de acuerdo a estas descripciones se cuenta con
material suficiente para una discusion sobre su papel de fotorreceptor y reloj
bioldgico.

El clasico experimento de remover o transplantar el 6rgano pineal y
observar los efectos en el ritmo de actividad locomotriz se ha utilizado en
peces, reptiles y aves. Las respuestas varian, por ejemplo en la codorniz
japonesa no se ve un efecto cuantificable, en cambio otras especies de aves
(gorriones caseros y pinzén casero) y reptiles (Anolis carolinensis y Gallotia
galloti) se presentan arritmia o particion del ritmo (splitting en inglés), entre
otros. En otras especies pueden mostrar mas de una respuesta. Por ejemplo,
en la lagartija Sceloporus occidentalis, la pinealectomia provoca “splitting” en
dos componentes, cambio en el periodo, o arritmia; y en una curva de
respuesta de fase se puede apreciar un aumento del area en la zona de los
atrasos (Underwood, 1983).

Los efectos de cambios de ritmicidad que se pueden ver en los diversos
estudios realizados, son compatibles con la hipétesis de que la pineal es un
oscilador marcapasos. El hecho de que se siga presentando cierta ritmicidad

en muchos casos después de haber quitado el 6rgano pineal demuestra que
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éste no debe de ser el Unico sitio que la genere. Los diferentes efectos
observados con la pinealectomia se pueden explicar mediante la solidez del
acoplamiento entre los diferentes osciladores extra pineales (revisado en
Underwood, 2001).

La hipétesis de que el 6rgano es un marcapasos, se comprueba con los
estudios de transplantes de pineal y estudios in vitro de metabolismo pineal. En
el caso de los gorriones caseros Passer domesticus, al quitar la pineal y
colocar el animal en OO se pierde la ritmicidad, pero si se restituye el érgano
pineal en la camara anterior del globo ocular del gorrién arritmico, la ritmicidad
se recupera (Zimmerman y Menaker, 1979).

En estudios de cultivos de 6rgano pineal en peces, reptiles y aves se ha
podido observar que el ritmo de actividad de la enzima de sintesis NAT y la
secrecion de melatonina se puede sincronizar a 24 horas en ciclo LO. En
muchos casos, estos ritmos persisten bajo condiciones constantes por un lapso
de varios ciclos. (Barrett y Takahashi, 1997; Bolliet, et al, 1994; Takahashi y
Menaker, 1984; Takahashi et al., 1989).

El 6rgano pineal se relaciona con otros osciladores circadianos,
aparentemente de manera endocrina y que responden de manera similar a los
impulsos féticos para generar una respuesta Unica coherente. La evidencia
sugiere que las células fotosensibles del érgano pineal son el sitio donde se
produce la melatonina y también es el sitio de los osciladores circadianos

(Dubocovich et. al, 1995).
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3.4 Los ojos como reloj circadiano.

En los ojos de tres clases de vertebrados (codorniz japonesa Coturnix
coturnix japdnica, gallina y en Xenopus lavéis) existe un reloj circadiano que
controla el ritmo de metabolismo de indolaminas En la rana africana Xenopus
laevis se ha visto ritmo de actividad de NAT, triptofano hidroxilasa, y sintesis de
melatonina que se sincronizan con luz y persisten en la oscuridad (Cabhill y
Besharse, 1991).

Otros estudios sugieren que el reloj de los ojos puede jugar un papel
significativo en el sistema circadiano general del animal, es decir, el ojo puede
actuar como un marcapasos. Por ejemplo, al cegar a la codorniz japonesa se
interrumpen los ritmos circadianos de actividad locomotriz y de temperatura
corporal. En el caso de la paloma se interrumpe el ritmo de actividad locomotriz
siempre y cuando se conjunte con pinealectomia.

Algunas observaciones sugieren que el ojo de la codorniz japonesa se
comunica con el resto del sistema circadiano por via neural y hormonal. Se
cree que la melatonina es el enlace hormonal que contribuye en esta
comunicacién debido a que: el ojo la produce en gran cantidad. La
administracion continua de melatonina via subcutanea produce acortamiento
del periodo del ritmo, o también arritmia y la administracion diaria de
melatonina por medio del agua puede sincronizar el ritmo de temperatura
corporal. En el caso de los pericos, pollos y gorriones al remover los ojos la
concentracion de melatonina en sangre disminuye de manera insignificante, lo
cual sugiere que los ojos de estos animales no son el sitio principal de

producciéon de melatonina.
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La presencia de ritmo de la sensibilidad visual en los ojos de
vertebrados no mamiferos, sugiere que la manera en como se percibe la luz
puede influenciar a los osciladores circadianos. La melatonina dentro del ojo
parece actuar como controlador parahormonal de algunos ritmos oculares
tales como: migracién y desprendimiento de discos distales, movimientos
retinomotores y migracién de pigmentos. Estudios histoquimicos sugieren que
la sintesis de melatonina se lleva a cabo en las células retinales
fotorreceptoras (Underwood, 2001).

También existe en la retina una relacion estrecha entre la melatonina y la
dopamina (catecolamina predominante en la retina de muchos vertebrados)
con la luz. La dopamina parece mediar sefales de luz, mientras que la
melatonina media sefnales de oscuridad. La exposicion a la luz incrementa la
produccién y liberacion de dopamina y la activacién de los receptores de D>
dopamina en las células productoras de melatonina, provocando una supresion
de la actividad de NAT. A la inversa, en la oscuridad, la produccién de
melatonina activa los receptores de dopamina de las células productoras de
dopamina, inhibiendo la actividad de esta. La dopamina también parece actuar
en la sincronizacion de los osciladores circadianos oculares de reptiles

(Miranda Anaya et al, 2002).
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3.5 Nucleo Supraquiasmatico.

Debido a que ciertos ritmos persisten aun después de pinealectomia y
remocion de los ojos de vertebrados no mamiferos, esta claro que el érgano
pineal y los ojos no son los Unicos sitios del marcapasos circadiano. En
mamiferos se ha observado que el marcapasos es el Nicleo Supraquiasmatico
(NSQ) y la ritmicidad presentada por la glandula pineal no es autbnoma por si
misma, sino que recibe impulsos eléctricos del NSQ via sistema nervioso
simpatico. En mamiferos el NSQ no sélo controla la ritmicidad de la melatonina,
también presenta receptores a la misma, lo que lo hace una estructura sensible
a ella.

Con respecto al estudio del NSQ en vertebrados no mamiferos se le han
dado numerosos nombres a las zonas equivalentes del NSQ lo que se presta a
confusiones. La estructura analoga al NQS se conoce mejor en aves donde se
han identificado dos zonas principales: Nucleo hipotalamico medio (NHM) vy
Nucleo retinorecipiente lateral hipotalamico (NRLH). Ambos nucleos pueden
recibir impulsos nerviosos de la retina. Estudios inmunohistoquimicos han
mostrado similitudes entre las zonas NHM y NRLH de las aves y el NSQ de los
mamiferos, pero no se ha observado aun una homologia completa (Dubocovich
et al, 1995).

Algunos investigadores han lesionado las areas NHM en aves y
lagartijas para determinar si las lesiones poseen un efecto en el ritmo de
actividad locomotriz de los animales conservados en condiciones de OO. Se
han realizado dos estudios en la iguana del desierto en la que al lesionar el

area medio hipotalamica pueden causar arritmia en el ciclo de actividad
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locomotriz en OO y se observo arritmia en animales con dafno entre el 80-90%
del area supraquiasmatica (Janik y Menaker, 1994).

Hasta el momento, en aves, reptiles y peces se ha observado que el
dano o remocién de NHM, en NRLH, o en ambos puede causar la alteracién o
interrupcion del ritmo, pero adn es necesaria mas investigacion para
determinar una homologia con el NSQ de mamiferos. Ya que la melatonina
tiene mayor efecto en los ritmos de vertebrados no mamiferos, la melatonina
originada en la pineal y en los ojos debe de afectar los marcapasos
circadianos en el area supraquiasmatica de manera directa o indirecta. En
vertebrados no mamiferos los receptores de melatonina se han encontrado en
areas homoélogas al NSQ, areas asociadas con procesamiento sensorial y de
estimulos de luz (Cassone, 1998).

En aves, en algunos peces y lagartijas se ha observado que la
pinealectomia y remocion de los ojos causa arritmia, demostrando que el resto
del sistema no es autosuficiente o que los osciladores remanentes aun son
autosuficientes, pero se desfasan unos de otros. En estos mismos animales, la
interaccion érgano pineal-NSQ u Ojo-NSQ parece ser necesaria para mantener
la persistencia del ritmo. Los rangos de reaccion a la pinealectomia en aves y
lagartijas son muy similares, por lo que se sugiere que el sistema circadiano es
similar en ambos grupos.

También es interesante destacar que la pinealectomia casi no tiene
efecto en la actividad circadiana de la iguana del desierto, o en la actividad vy
regulacion de temperatura corporal de la codorniz japonesa. El 6rgano pineal
de ambas especies no muestra actividad in vitro. En este caso no debe

restarse importancia al érgano pineal ya que es probable que en su ausencia
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otras estructuras desemperien el papel de mantener el ritmo. Puede ser que en
estas especies el 6rgano pineal sea un transductor de impulsos de luz, o termo
endocrino, que permite que la luz y/o temperatura externa influencien el

sistema circadiano.

4. LA MELATONINA.

La melatonina es una indolamina secretada ritmicamente por la
glandula pineal. Es sintetizada en a partir de la serotonina (5-HT) a través de
la N-acetiltransferasa, para transformar la 5-hidroxitriptamina, o serotonina en
N-acetil-5-hidroxitriptamina y por el Hidroxiindol-O-metiltransferasa para
transformar la N-acetil-5-hidroxitriptamina en N-acetil-5-metoxitriptamina, o
melatonina (Shiu, 1996).

La ultima enzima en la sintesis de la melatonina es la hydroxyindole-O-
methyltransferasa (HIOMT) y originalmente se encontré solo en tejidos de la
glandula pineal, sugiriendo que la melatonina y metoxyindolaminas
relacionadas son productos Unicamente pineales. A pesar de que la glandula
pineal es el principal productor de melatonina, otros tejidos neurales vy
neuroendrécrinos también son capaces de producirla: incluyendo los ojos, la
glandula harderiana, y células enterocromafinas ubicadas en el tracto
alimenticio. La melatonina producida no se almacena, sino que se vierte en el
torrente sanguineo (Ralph, 1981). Tanto la luz como la temperatura son
importantes en la sincronizaciébn de la produccién de indolaminas en
poiquilotermos (animal cuya temperatura corporal sigue aproximadamente la
ambiental), en estos las concentraciones de melatonina refleja el tipo de

ambiente fético al que estan expuestos (revisado en Underwood, 2001)
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Su fase maxima de sintesis es durante el periodo de oscuridad del ciclo
de luz-oscuridad y es altamente controlado por el fotoperiodo (Pévet et al,
1995). La melatonina presenta afinidades quimicas con el neurotransmisor
serotonina y la hormona vegetal auxina (Menaker, 1997). No se puede otorgar
una funcion Unica a la melatonina, ya que se encuentra involucrada en la
regulacion de diferentes procesos fisioldgicos y conductuales involucrados con
la captacion de luz, respuestas reproductivas en vertebrados, migracién entre
otras. Los cambios naturales o experimentales del fotoperiodo modifican los
patrones temporales de produccién de melatonina, la cual es controlada por
relojes internos y es modificada por ciclos de luz oscuridad. En muchos
mamiferos estudiados, las concentraciones mayores de melatonina son
proporcionales a la duracion de la fase nocturna, este dato sugiere que los
cambios en el patron de produccion de melatonina es la llave en la transmision
de la informacion sobre el foto periodo hacia el sistema nervioso central
(Menaker, 1997).

Una funcion general de la melatonina se puede describir como el
proveer una senal que informa sobre los cambios de iluminacién durante el
dia dentro del organismo, y que genera un marco temporal alrededor del cual
se pueden organizar eventos internos. La melatonina se sintetiza durante la
noche y es liberada al torrente sanguineo en combinacion con moléculas

solubles en lipidos.
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4.1 Localizacion y papel fisiologico de los receptores de melatonina en el
sistema circadiano.

Los receptores de melatonina que se encuentran en la retina podrian
mediar los procesos adaptativos a oscuridad del ojo e inhibir el sistema
dopaminérgico en los ojos e influenciar la transmisién de senales de luz al
cerebro; también se encuentran en el NSQ del hipotalamo, un area que recibe
impulsos directos de la retina y se piensa que contiene un marcapasos
circadiano. Estudios realizados con el ligando especifico 2-['*I]-
indomelatonina, indican la presencia de receptores de melatonina en areas del
cerebro que reciben impulsos directos de la retina. Se ha demostrado en el
cerebro de conejillos de indias que el 2-['*Il]-indomelatonina tiene dos &reas
retinorecipientes: coliculus superior y nucleo lateral geniculado. El cerebro de
aves y anfibios presenta varias areas retinorecipientes que muestran actividad
2-['®*|]-indomelatonina. En el cerebro de pollo, en la seccién coronal, los
ligandos se presentan en el tectum 6ptico, en el nicleo geniculado dorsolateral
y lateroventral, masa gris tectal, nucleo de la raiz éptica basal, y la region
dorsolateral anterior del tdlamo. Estos datos sugieren que la melatonina modula
procesos de la informacion visual en el primer nivel de andlisis cerebral.

En el cerebro de pollos, los ligandos especificos de 2-['?l]-
indomelatonina se encuentran a lo largo de la ruta mayor de pulsos de
informacion visual, la ruta tectofugal (retina — tectum — ndcleo rotundus —
ectostriatum — periectostriatum). Niveles bajos del ligando especifico 2-['*°I]-
indomelatonina se encontraron en la ruta visual talamofugal (retina — talamo —

hiperstriatum). Los patrones de unién de 2-['*l]-indomelatonina en aves

sugieren que la melatonina regula sefales entrantes de luz y percepcion visual,
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ritmicidad circadiana, y reflejos oculares mediados por luz. Estos sitios de unién
centrales presentan caracteristicas farmacologicas de los receptores de

melatonina ML-1 (Cassone and Brooks, 1991).

4.2 Papel de la melatonina en el sistema circadiano de vertebrados no
mamiferos.

Numerosos estudios han indicado que la melatonina tiene el papel de
comunicar informacién entre el 6rgano pineal y el resto del sistema circadiano.
Aunque la melatonina se puede sintetizar en sitios extrapineales, en muchos
casos, la pineal parece ser el sitio principal de sintesis y liberacién de esta
hormona. Si se extrae la fuente de produccion principal de melatonina se
producen efectos dramaticos en el sistema circadiano, ademas que la
administracion exdégena de melatonina puede afectar significativamente el
sistema circadiano. La administracion diaria de melatonina, ya sea por
inyeccién subcutanea o en agua, puede causar cambios en el periodo del ritmo
de libre curso en aves y lagartijas (Underwood, 2001). Los niveles
administrados de melatonina son de tipo suprafisiolégicos. Los cambios de
ritmos observados también se pueden ver en animales pinealectomizados. Los
receptores de melatonina en el NSQ también estan relacionados con la
habilidad de la melatonina de sincronizar y reiniciar la fase de un ritmo

circadiano.

Estudios en aves y anfibios sugieren que la melatonina también puede

modular el proceso de la informacién visual a lo largo de toda la via visual
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central. En algunas especies, por ejemplo aves, la melatonina actia en
procesos como la discriminacién de intensidad de brillo de la luz, y controla
reflejos oculares y visuales. En reptiles esta involucrada en las respuestas
eléctricas del ojo ante la luz (Miranda-Anaya et al, 2002). Hasta el momento
se ha demostrado que la regulacién e inhibicion presinaptica del AMP ciclico

son reguladas por la melatonina en el nivel celular (Dubocovich, 1995).

5. BIOLOGIA DE LA LAGARTIJA Sceloporus torquatus:

5.1 Taxonomia y caracteristicas morfoldgicas

Orden: sauria.

Familia: Phrynosomatidae (reptilia)

Género: Sceloporus

Especie: torquatus.

Es una lagartija robusta de talla mediana, con largo hocico-cola de 87.3
mm + 8 mm, y largo hasta la cola de 103.4 mm * 16 mm. Los machos por lo
general son unos 5 mm mas largos que las hembras, de color canela verdoso
a canela oscuro, siendo notable un collar negro bordeado a ambos lados por
una linea color verde turquesa. Las escamas de la cabeza son lisas,
sobresalen por mayor tamano las frontales e interparietales; las supraoculares
se presentan en una sola hilera; los lI6bulos del borde anterior de la abertura
del oido, en niumero de tres, son mas grandes que los que preceden a estos.
Las escamas dorsales, contadas del occipucio a la base de la cola (a lo largo
de la linea medio dorsal), se presentan en hileras paralelas, son ligeramente
quilladas y mucronadas, con una media de 29.8 en hembras y de 30.4 en

machos; el nimero minimo es de 26 y el maximo es de 37 hileras.
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La superficie dorsal del cuerpo es canela verde oscura con manchas
claras triangulares. En la parte media dorsal del cuello se presenta un collar
negro de cuatro o cinco escamas de ancho, bordeado tanto en su parte anterior
como en la posterior, por una linea amarillo claro o verde claro, verde
amarillento del ancho de una escama, la que se interrumpe en la parte media
dorsal. La region gular en hembras y jovenes esta adornada de densos puntos
de color amarillo claro y en los machos adultos es de color gris oscuro hacia los

bordes.

5.2 Habitat y distribucion

Vive en comunidades de bosque de encino y de pino-encino,
generalmente a una altitud de 2500-2700 m; no se ha localizado en montanas
que sobrepasan esas alturas; a esta subespecie se le puede encontrar en un
microhabitat de rocas agrietadas. Es de actividad diurna, saxicola y de
comportamiento territorial; se le puede encontrar en las horas mas calientes de
los dias soleados; su area de actividad apenas abarca de tres a cinco metros
de distancia de las grietas de las rocas donde viven. Respecto a los habitos
alimenticios se ha visto que esta especie es fundamentalmente insectivora ya
que se encontraron en su contenido estomacal insectos de los Ordenes
Diptera, Hymenoptera, Homoptera, Lepidoptera, Hemiptera y Coleptera, entre
otros; sin embargo, esta especie se puede alimentar de otras especies de
lagartijas, por ejemplo, Sceloporus areneus; ademas Burques & Flores-Villela
encontraron restos vegetales en el estbmago de un ejemplar. Esta lagartija se

encuentra en los estados de Guanajuato, Hidalgo, México, Michoacan,
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Morelos, Puebla, Tamaulipas, Veracruz y el Distrito Federal (Uribe-Pena et al,

1999).

5.3 Ciclo reproductivo.

Es de actividad reproductiva otofal vivipara; los machos tienen actividad
reproductiva durante la primavera. Feria y Ortiz (1986) registré que la actividad
reproductiva comienza en octubre, ocurriendo los nacimientos entre abril y
mayo y que las crias maduran en octubre del siguiente ano. La camada es de
ocho individuos.

A mediados del verano se inicia el desarrollo testicular en machos (julio -
agosto) y es hasta septiembre — octubre cuando alcanzan su maximo volumen
y peso. Entre octubre y noviembre comienza y se acentla la regresion
testicular. Las hembras comienzan su actividad ovérica en junio, iniciando el
proceso de vitelogénesis a finales del verano (septiembre — noviembre), por
octubre se encuentran de uno a cinco foliculos preovulatorios por ovario y la
ovulacién culmina durante noviembre o diciembre. Las hembras son prenadas
durante el otofio y la gestaciébn dura aproximadamente cinco meses. El
desarrollo embrionario es relativamente lento durante los primeros meses de
gestacion (diciembre a febrero, cuando la temperatura es mas baja), se
incrementa durante marzo y abril para parir en primavera (principios de mayo).
El nimero de huevos oviductales por hembra varia de 3 a 10 (Guillete y
Mendez de la Cruz, 1993; Uribe et al., 1995, Feria et al., 2001).Los neonatos de
ambos sexos alcanzan la madurez después de 5 meses y son capaces de

reproducirse el primer otono después de nacer (Uribe et al., 1995).
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6. JUSTIFICACION Y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

El sistema circadiano en los reptiles presenta la ventaja de poseer
multiples osciladores en regiones discretas del sistema nervioso central como
son la glandula pineal, el ojo parietal, las retinas y la regién del hipotalamo
homologa al nucleo Supraquiasmatico (Tosini et al, 2003). La dominancia de
cada uno de estos osciladores sobre el sistema circadiano va a depender
mayormente de la especie y del ritmo observado.

En la lagartija S forquatus, la pinealectomia produce cambios en el valor
del periodo del ritmo de actividad locomotriz (Corona-Lagunas, 2004; Miranda-
Anaya et al, 2006). Ya que la melatonina es una hormona producida y liberada
ritmicamente por la glandula pineal y las retinas, y que éstas estructuras
poseen un oscilador circadiano, la interaccién entre otros osciladores presentes
en el Sistema Nervioso Central podria ser mediada por ésta hormona. El
presente trabajo estudia la accion de la melatonina, como un posible
sincronizador endocrino y un restaurador en el ciclo de actividad locomotora de
la lagartija Sceloporus torquatus con base en los trabajos realizados por H.
Underwood en S occidentalis (1985).

Por otro lado, la luz constante produce en la mayoria de los organismos
cambios fundamentales en la expresion del ritmo de actividad locomotora, tales
como, cambios en el periodo del ritmo en libre curso, particion de la actividad
(splitting) o inclusive arritmia. Tal efecto posiblemente sea producido por el
desacoplamiento de los componentes neurales del reloj biolégico, como ha sido
demostrado en el ndcleo supraquiasmatico ratones (Yamazaki et al. 2005). En
lagartijas también se ha observado que la luz constante produce arritmia en la

actividad locomotriz del animal y la ausencia de la glandula pineal no produce
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ninguna diferencia al respecto (Corona Lagunas, 2004). La sintesis de
melatonina en la glandula pineal es sensible durante la exposicién prolongada
alaluz y de esta, la baja cantidad de melatonina afecte el acoplamiento de los

osciladores del sistema circadiano de la lagartija.
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7. HIPOTESIS

Si en la lagartija S. forquatus, la glandula pineal modula el periodo en
libre curso del ritmo de actividad locomotriz, entonces la sefial endocrina que
tiene este efecto es la melatonina. Por lo tanto, en condicién de oscuridad
constante, la inyeccion diaria de melatonina en una dosis suprafisiologica,
sincronizara el ritmo de actividad locomotriz al periodo de las inyecciones. Por
otra parte, si la melatonina funciona como un acoplador interno, entonces se
esperaria que la administracién externa de melatonina en animales arritmicos
por luz constante, permita recuperar el ritmo de actividad locomotriz en esta

condicion.
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8. OBJETIVO GENERAL.

Determinar si la melatonina cumple la funcién de sincronizador interno y como

acoplador del sistema circadiano en la lagartija Sceloporus torquatus.

8.1 Objetivos particulares:

1.

Determinar si las inyecciones diarias de concentraciones suprafisiolégicas
de melatonina (3ug), sincronizan el ritmo de actividad locomotora en libre
curso de S torquatus en OO.

Determinar si las inyecciones diarias de melatonina son efectivas para
restablecer la ritmicidad circadiana, durante la arritmia observada en una
condicién de luz constante.

Observar si se presentan diferencias inter e intra individuales de los
parametros circadianos estimados como periodo, alfa y rho, asi como
relacion de fase durante la aplicacién periédica de melatonina.

Discutir la participacion de la melatonina como un acoplador del sistema

circadiano en la lagartija Sceloporus torquatus.

36



9. MATERIAL Y METODO.
9.1 Obtencion y mantenimiento de las lagartijas.

Las lagartijas examinadas en el presente trabajo fueron colectadas en
la localidad de San Andrés Texcalyacac, Estado de México y en el Desierto
de Los Leones, Distrito Federal. La captura se realizdé con horquillas de hilo
de cafa, sujetando las lagartijas por el cuello e introduciéndolas en bolsas de
manta con jareta para su traslado al laboratorio. La captura se realizé gracias
al apoyo del Bidlogo José Ledn Pérez del laboratorio de vertebrados
terrestres, Facultad de Ciencias, UNAM. Se capturaron un total de 14
lagartijas entre estado juvenil y adulto sin distincion de sexo: 8 en la primera
localidad, y 6 en la segunda. Se mantuvieron en aclimatacion el herpetario de
la Facultad de Ciencias de la UNAM durante al menos una semana y con el
fotoperiodo natural. Durante los experimentos fueron alimentadas ad libitum

con Tenebrio molitory agua.

B .
camara de ambisnte controlado timer

ventilador

-

-

computadora de
registro

Figura 2 Sistema de registro de actividad, compuesto por una camara de ambiente
controlado. Dentro de la cdmara se encuentra: ldmpara de luz blanca (a); acuario para
contener las lagartijas (b); sensores de movimiento (c) El sistema se conecta a una PC
para la coleccién periédica de datos.
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Todas las lagartijas fueron colocadas en acuarios de vidrio de 31 x 18 x
21cm. Los terrarios fueron colocados en compartimentos de madera de color
negro con un sistema de ventilacion constante (figura 2). El primer grupo de
lagartijas se ubic6 con sus casilleros en las camaras de ambiente controlado
de la Facultad de Ciencias de la UNAM, a una temperatura de 24°C, y el
segundo grupo de lagartijas colectadas se ubicé en el Taller de Animales Il de
la Facultad de Ciencias a la misma temperatura. La actividad locomotora se
registré por medio de sensores infrarrojos adaptados al terrario, cada
interrupcion del haz de luz represent6 un evento de actividad locomotora. Los
datos fueron agrupados cada diez minutos, y almacenados en una
computadora personal (PC) hasta su analisis.

El fotoperiodo de los terrarios se control6 por medio de interruptores
domeésticos programables (timers). Se utilizaron lamparas de luz blanca (Philips
20 W, F20T12/D) ubicadas a 30 cm de distancia del piso de cada caja de
registro, durante los ciclos de luz oscuridad (LO) encendido 06:00 apagado
18:00 h y en regimenes de luz constante (LL, 150 Ix). En los regimenes de OO
se utilizaron focos de baja intensidad de luz roja (1.0 Ix), la cual no afecta el
curso del experimento como se observé en pruebas preliminares (Corona-

Lagunas, 2004).
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9.2 Analisis de datos.

El analisis y presentaciéon de los datos fue en forma de actograma de
doble gréafica, mediante el uso del programa DISPAC (Digital Signal
Processing Applied to Chronobiology, IFC UNAM). La significancia del ritmo
fue obtenida mediante el analisis de los datos de cada condicién por el
periodograma de X? incluida en el DISPAC (Aguilar-Roblero et al., 1997).

Al obtener el analisis del periodo en cada condicién, se compard tanto el
efecto del vehiculo como de la melatonina en el ritmo de actividad locomotriz,
ya sea en libre curso en oscuridad constante como en arritmia. Cada grupo de
al menos 7 dias de datos en estado estable (fuera de ciclos transitorios), se usé
para obtener entonces la curva promedio, ajustando los datos al periodo
dominante. La anterior se promedi6 verticalmente con la serie de datos. La
curva promedio permite averiguar la duraciéon de la fase activa del animal (a)

como la fase de reposo (p), duracion neta y pico maximo de actividad (fig 3).

LO (12:12
% (12:12)
80
70
60
50
40 NIVEL
MEDIO DE
30 ACTIVIDAD
20
10
0
012345678910 1112 13 14 15 16 17 18 1§ 20 21 22 23 24 | HORAS

o P o

Figura 3: grafica que representa en una curva de actividad, los criterios
para considerar son los parametros de actividad (a) y reposo (p).
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9.3 Diseio Experimental
Grupo I: Efecto de la inyeccion diaria de melatonina sobre el ritmo de

actividad en libre curso.

LO 00 Inyeccion
10 a15 De vehiculo,
rato :> dias de :> 10 dias
dias libre
curso
00 Inyeccion
LO 1015 <: De
7a10 <i dias de Melatonina
dias libre
curso 10 dias

Figura 4: Protocolo de manipulaciéon de los animales para la condicién de
oscuridad constante.

Se mantuvieron 6 lagartijas en LO durante al menos 7 dias,
posteriormente se impuso la condicién de OO durante al menos 10 dias hasta
observar un ritmo estable en libre curso. Se procedi6 a inyectar
intraperitonealmente una solucion de vehiculo al 1% de etanol en agua
destilada durante 10 dias en las mismas condiciones de iluminacion.
Posteriormente se procedi6é a inyectar diariamente, al medio dia una solucion

de 10 ul la cual contenia 3 pg de melatonina (en 1% de etanol) durante al
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menos 10 dias. Finalmente se dej6 en condiciones constantes, sin

manipulacion alguna durante al menos una semana mas.

Grupo Il luz constante (LL)

o LL , Inyeccién
10 a 15 dias De vehiculo,
7 6,1 10 i o hasta :> 10 dias
dias observar
arritmia
LL Inyeccién
LO 7a10 <i De
7a10 <i dias de Melatonina
dias libre
CUISO 10 dias

Figura 5: Protocolo de manipulacion de los animales para la condicion de luz
constante.

Se mantuvieron 6 las lagartijas durante al menos 10 dias en foto periodo
luz oscuridad (LO); posteriormente pasaron a luz constante (LL). Los datos de
actividad correspondientes a la interrupcién de los haces infrarrojos, fueron
capturados cada 10 minutos y analizados cada tres dias con la finalidad de

observar si el animal presentaba actividad arritmica. Después de detectar el
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inicio de la arritmia, la captura y analisis de datos por actograma se hizo
semanalmente.

Con el fin de determinar si la manipulacion de la lagartija tiene un efecto
sobre el ciclo de actividad locomotriz, se procedi6é a inyectar diariamente 10
microlitros de vehiculo durante diez dias. Las inyecciones se llevaron a cabo
diariamente a las doce del dia. Posteriormente se aplicaron las inyecciones
de melatonina diariamente durante al menos 10 dias, a las 12 del dia.
Después de este periodo, se mantuvieron en condiciones de LL sin
manipulaciéon alguna por al menos una semana antes de iniciar un foto

periodo luz oscuridad (LO) con duracién de al menos una semana.
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10. RESULTADOS
Grupo |. Oscuridad constante:

La figura 6 muestra un ejemplo del ritmo circadiano de actividad
locomotriz de un animal que corresponde al primer grupo experimental, la
figura 7 presenta las graficas de los periodogramas correspondientes.
Durante los primeros 12 dias en ciclos de luz-oscuridad, el animal muestra un
ritmo de actividad locomotora tipicamente diurno, y al estar en condiciones
constantes del dia 13 al dia 23, el periodo en libre curso es de 23.72 horas.
Durante los dias 24 a 31 se inyect6 diariamente al medio dia, una solucion
vehiculo sin melatonina, via intraperitoneal. El experimento se mantuvo en
condiciones de luz roja tenue, incluso durante las inyecciones. Se aprecia el
actograma y su correspondiente periodograma que el periodo del ritmo
circadiano no sincroniza a los ciclos de manipulacién e inyeccién cada 24
horas durante los 10 dias bajo esta condicién, en su lugar, presenta un
periodo de 24.23 horas (periodograma C, fig 7). Desde los dias 32 al 43 se
aplicé diariamente una inyeccion con una solucién de 10 pl la cual contenia 3
Mg de melatonina disuelta en el vehiculo mencionado anteriormente (etanol al
1%), el periodo del ritmo circadiano se acorta y el periodograma
correspondiente indica un periodo de 24.12 horas.

El inicio de actividad del animal se adelanta y parece sincronizar con la
inyeccion de melatonina para el tercer dia posterior a la inyeccion. El inicio de
actividad, comienza a las 20 horas del tiempo externo, lo que indica que la
fase en que es interpretada la inyeccion de melatonina coincide con la noche
subjetiva del animal. Se puede considerar que se trata de una sincronizacién

verdadera, ya que el inicio de actividad del animal después de ultimo dia de

43



inyeccion de melatonina sigue presentando la misma fase de inicio que tenia
con la melatonina. Cuando se mantiene el ritmo sin la presencia de las
inyecciones, nuevamente en libre curso, el ritmo presenta un periodo largo y

subitamente a partir del dia 45 se recorta con un periodo de 23.05 hr.

Lo Ep

Melatonina -

00

Figura 6: El actograma en formato binario, muestra el comportamiento
diario del animal en el protocolo de oscuridad constante, indicando los dias de
inyeccion del vehiculo y la melatonina, cada una de las condiciones a las que
se sometieron a los animales: OO (oscuridad constante), LO (luz oscuridad,
inicial). El segmento marcado por e corresponde a la condicion de LO final.
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Figura 7: Periodogramas de cada una de las condiciones experimentales
mostradas en el actograma anterior. Segun la tabla 1 los datos corresponden a
la lagartija situada en el canal n°6. En (a) LO del dia 0 a 12; en (b) libre curso
en oscuridad constante (dias 13 a 23), en (c) inyeccién del vehiculo durante (8)
dias, del 24 a 31; en (d) inyeccion de melatonina, durante 10 dias, de los dias
32 a 43; y en (e) el periodo en libre curso después de las inyecciones de

melatonina. La linea diagonal en cada grafica indica el limite de significancia
segun el periodograma de X?
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Periodo segtin periodograma X* (hr)

Nombre | LO inicial | OO inicial Vehiculo | Melatonina OO0 final LO final

del Canal

lagameli 21.53 23.81 23.89 22.93 23.67 23.65

lagamel2 2412 24 .91 25.81 23.89 24.18 El

lagamel3 24.46 23.32 25.53 A A A

lagamel4 25.6 26.44 24.91 23.89 24.51 23.89

lagamel5 24.12 23.72 24.29 24.06 25.42 DI

lagamel6 23.89 23.72 24.23 2412 23.05 DI
Promedio 23.953 h 24.320 h 24777 h 23.778 h 23.988 h 2416 h
desv. est. 1.334 1.168 0.771 0.485 0.909 0.170

Tabla I: Periodo individual en horas, obtenido de los andlisis correspondientes
de cada uno de los animales usados en este grupo en cada condicion
experimental. A significa que se presenté arritmia. DI, datos incompletos.

La figura 8 muestra el promedio de los periodos (promedio * error
estandar). Tanto en la tabla | como en la figura 6, se observa que pese a la
variabilidad en los periodos obtenidos en cada condicion cuando se aplica la
inyeccion de melatonina en comparacién al vehiculo hay una tendencia a
recortar el periodo a valores cercanos a las 24 horas. Al aplicar una prueba
estadistica de T de student para variables dependientes, se obtiene que son
significativas las diferencias entre los promedios de periodos obtenidos
durante la inyeccion de vehiculo y los obtenidos durante la inyeccién de

melatonina (p=0.033, fig 8).
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Figura 8: Grafico que representa la diferencia de los periodos promedio en
distintas condiciones experimentales. Los asteriscos indican las condiciones

entre las cuales se observaron diferencias significativas (p<0.05, T Student).

Valores de actividad neta en horas.

Canal LO inicial OO inicial Vehiculo Melatonina OO final LO final
lagamel1 8.06 11.07 12.52 13.23 NS 14
lagamel2 10.49 10.54 13.73 14.1 14.36 SD
lagamel3 14.48 9.06 9.05 SD NS NS
lagamel4 10.36 11.12 13.53 12.4 SD 14.47
lagamel5 8.43 8.8 8.8 9.06 717 SD
lagamel6 8 9.86 8.14 8.57 8.56 8.75
promedio 9.97 10.075 10.962 11.472 7.865 12.407
desv. est. 2.476 1.000 2.568 2.505 0.983 3.175

o/p 065+£0.15| 0.818+0.16 | 0.727£0.25 | 0.882+0.29 [0.836 +0.49 0.59
Tabla Il: Valores de actividad neta e indice (a/p) de cada una de las

condiciones medidas. Sin datos por falla del sistema de registro (SD). Arritmia y
datos cualitativamente no Utiles para la determinacion de este parametro (NS).
No se obtuvieron diferencias significativas entre estos resultados.
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Los parametros de actividad y reposo también fueron analizados. Los
resultados correspondientes se muestran en la tabla Il. Existe una gran
variabilidad interindividual en los valores netos de actividad pero en el
promedio no son claras las diferencias entre los tratamientos. Para el caso de
los datos de actividad neta del ciclo se puede ver que al inyectar la
melatonina, en la mayoria de los casos, los animales se volvieron mas
activos, y esto se refleja también en la tendencia de los valores de o/p, sin
embargo, Esta no muestra diferencias significativas. Al suspender la inyeccién
de melatonina, en los dos casos donde se pudo obtener datos, se observa
una disminuciéon de la actividad neta. Es claro que la manipulacion y la
inyeccién del vehiculo induce cambios en la intensidad de la actividad del

animal.

Grupo lI: inyecciones periddicas de melatonina en animales arritmicos
Previo a la condicibn de luz constante, los animales mostraron
sincronizacion y ritmo en libre curso semejante al observado en animales del
grupo experimental anterior. Cuando inicia la condicion de luz constante, la
mayoria de los animales mostraron arritmicidad circadiana aproximadamente a
los 3-6 dias de iniciar la condicion. En aquellos animales donde aun se
observaba ritmicidad, la manipulaciéon e inyeccién del vehiculo cambiaron el
periodo y los niveles de actividad, mientras que, ya arritmicos, la inyeccion de
melatonina no restituyé ritmicidad. La figura 9 muestra un actograma
representativo de los datos obtenidos en este grupo. En condiciones de LO, la
sincronizacion se presenta con un retraso de fase respecto al inicio del ciclo de

luz, Al ser puesto en condiciones de oscuridad constante, se observa
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claramente un ritmo en libre curso con periodo mayor a 24 horas. Después de
10 dias de libre curso, el animal fue expuesto a condiciones de luz blanca
constante (150 Ix). Un acortamiento del periodo es observado inicialmente, sin
embargo el periodo no es estadisticamente significativo segun el actograma. Ni
la administracién del vehiculo ni la de melatonina restituyen un ritmo circadiano
de actividad con periodo significativo. Cuando el animal es sometido
nuevamente a condiciones de LO, una incipiente ritmicidad es observada

durante la fase diurna.
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Figura 9: Acto grama que representa un ejemplo tipico de lo que sucede al
aplicar melatonina en animales arritmicos. En este ejemplo ni el vehiculo ni la
melatonina restituyen ritmicidad. Las barras blancas verticales indican los dias
y hora en que se aplicd vehiculo y melatonina respectivamente.
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Figura 10: Periodogramas correspondientes al actograma de la figura 9. Es

clara la baja amplitud en los valores de periodo observados durante la luz
constante (LL), la aplicacién del vehiculo (V) y Melatonina (M).
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Periodo segtin periodograma X? (hr)
canal LO LL inicial |Vehiculo Melatonina LL final LO final
8 2414 24.95 22.08 A A 23.81
7 23.49 23.65 24.46 A A A
6 23.81 24.57 24.3 A A 24.46
D 24.14 A A A A 25.97
E 25.14 A A A A NS
F 26.78 A A A A 23.89
promedio 24.583 24.39 23.61 SD SD 24.53
desv.
estandar 1.210 0.668 1.330 SD SD 1.001

Tabla Ill: Valores de los periodos obtenidos para cada una de las condiciones.
A: representa los dias donde se present6 arritmia. SD (sin datos) no se pudo
obtener informacion por falta de datos.

En tres de los 6 animales usados en este experimento se pudo observar
ritmos con periodo definido bajo las condiciones de LO inicial, LL inicial y
vehiculo. La variabilidad en los periodos observados indica que no hay
correspondencia con lo esperado con la regla de Aschoff, con la cual se
esperaba se acortara el periodo de actividad del animal (Corona Lagunas
2004). Después del periodo comprendido en la aplicacion del vehiculo estos
animales presentaron arritmia circadiana en la actividad locomotora. Otros tres
animales, presentaron indicaciones de arritmia desde los primeros dias poco

después de ser expuestos a la luz blanca brillante. Para el caso del canal 7,
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con el vehiculo el periodo aumenta de 23.65 h a 24.46 h, mientras que en el
canal 8 disminuye de 24.95 h a 22.08 h. Ninguno de los animales mostré ritmo
circadiano significativo durante los dias en que se aplico ciclicamente la

melatonina, y solo dos de ellas no recuperaron ritmo en la condicién de LO

final.
CANAL Lol LL LLV LLM LLF LOF

Cé6 11.47 11 9.05 A A 10.49
c7 10.66 8.4 13.3 A A A
(o] 13.54 12.54 15.15 A A 11.23
CcD 11.59 A A A A 12.27
CE 10.26 A A A A A
CF 11.06 A A A A A

promedio 11.43 10.7925 12.5 SD SD 11.33

Desv. est. 1.1470 1.7332 3.1277 SD SD 0.8942
a/p 0.999 +0.167 | 0.732 +£0.42 | 0.53 +0.12 0 0 0.64 +0.127

Tabla 4: valores de actividad, y promedio de o/p presentada en cada condicion.
A significa arritmia. SD significa sin datos.

Se aplicd un analisis de varianza entre los grupos de LO inicial, LL y LL
vehiculo; luego una prueba de t-Bonferroni (p < 0.05), y se determind que
existen diferencias significativas entre los grupos. La luz constante no acorta el
periodo de actividad como se esperaria por la regla de Aschoff. Se puede ver
en 2 de 3 casos que la actividad del animal aumenta bajo la condicién de LL

con vehiculo.
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11. DISCUSION DE RESULTADOS.

El sistema circadiano no es igual entre los vertebrados, principalmente
por que los no mamiferos presentan multiples fotorreceptores circadianos y
distintos osciladores marcapasos en el sistema nervioso central. Los estudios
de ritmos circadianos en lagartijas, han demostrado que la glandula pineal es
un componente importante del sistema circadiano en reptiles y por ejemplo, el
ritmo de la hormona que produce la pineal, la melatonina, puede ser observado
in vitro (Tosini et al 2000). La pinealectomia puede tener efectos profundos en
los ritmos de actividad expresados en condiciones constantes. Particularmente
en las especies de Sceloporus, la pinealectomia produce arritmicidad en
algunos animales, cambio de periodo y-o splitting (Underwood, H. 2001). Estos
antecedentes indican que la glandula pineal y el ojo parietal son elementos que
tendrian un papel marcapasos en el sistema circadiano de los reptiles y que
pueden influir sobre el sistema que controla el ritmo de actividad localizado en
algun otro sitio.

En algunos reptiles, las lesiones de la regibn homodloga al nucleo
supraquiasmatico pueden volver arritmico al animal, indicando que
posiblemente se encuentre aqui osciladores marcapasos. La influencia de la
glandula pineal sobre el ritmo de actividad es presumiblemente a través de la
melatonina. La melatonina se produce ritmicamente en la pineal con altos
niveles durante la noche y bajos durante el dia, la sintesis de la hormona
melatonina es sensible a la luz, debido que la enzima de sintesis, la N-Acetil-
Transferasa, se degrada en la luz; por lo tanto la luz constante abole la sintesis

de melatonina en la glandula pineal.
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Por otro lado la especie Sceloporus torquatus, usada en el presente
estudio, presenta arritmia cuando es expuesta a condiciones constantes de luz
(Corona-Lagunas 2004). Sin embargo cuando se pinealectomizan los animales,
presentan Unicamente el cambio de periodo sefalado en otras especies de
Sceloporus (Miranda -Anaya et al, 2006). Lo anterior nos indica que la
pinealectomia no es equivalente al efecto que tiene la luz constante.

La ausencia de pineal reduce los niveles circulantes de melatonina
(Tosini y Menaker 1998). La aplicacion de melatonina a dosis suprafisiol6gicas
y con distintos protocolos, ha demostrado que la melatonina tiene influencia
sobre el periodo del ritmo y que en algunas lagartijas, también puede

sincronizar el ritmo de actividad locomotriz (Hyde y Underwood, 2000).

En el presente trabajo pusimos a prueba la hipoétesis de si en la lagartija
Sceloporus torquatus la melatonina también logra sincronizar el ciclo circadiano
de actividad locomotriz en ritmos en libre curso, y si la melatonina puede
restituir la ritmicidad en animales arritmicos en luz constante.

El primer objetivo nos permitié observar que al igual que otras especies
estudiadas, la melatonina parece sincronizar a un ritmo en libre curso en
oscuridad constante (figura 6) y que la relacion de fase entre el pico de maxima
actividad del ciclo circadiano, se conserva con el incremento de melatonina.
Después de administrar las inyecciones de melatonina, el ritmo oscila
libremente manteniendo una relacién de fase estable desde el ultimo dia de

sincronizacion, indicando que la sincronizacion fue efectiva.
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Por otra parte, también pudimos observar que la manipulacién y la
inyeccién de la solucién vehiculo no sincroniza el ritmo de actividad: lo que fue
fundamental para poder llevar a cabo los objetivos de este trabajo.

A una intensidad de 150 (Lx), el ritmo de actividad se pierde rapidamente
y un patron arritmico se puede observar en los animales usados. Existen
reportes en mamiferos que, cuando la arritmia se presenta en luz constante,
existe un desacoplamiento entre las neuronas del nlcleo Supraquiasmatico del
hipotalamo (Yamazaki y McMahon, 2005). Es posible que este efecto
desacoplado se de también en los reptiles. Si por una parte la melatonina es
capaz de causar cambios en el periodo del ritmo, en el presente trabajo
exploramos la hipétesis de que también podria restituir la ritmicidad, ya sea
como enmascaramiento mediado por la melatonina (Hyde y Underwood, 2000),
0 como un acoplador interno.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que las dosis usadas de
melatonina no permiten restituir la ritmicidad en luz constante, aunque si son
suficientes para sincronizar el ritmo en condiciones de oscuridad constante.
Esto indica que la melatonina puede, de alguna forma no conocida, cambiar la
fuerza de acoplamiento entre distintos osciladores, y en consecuencia, tiene
efecto en el periodo del ritmo manifiesto. La falta de restitucién del ritmo
circadiano en luz constante da lugar a nuevas preguntas como si distintas dosis
de melatonina podrian ser empleadas para conocer si el umbral de sensibilidad

a la melatonina es dosis dependiente en LL.

En oscuridad constante, Sceloporus torquatus, muestra una clara

sincronizacion con melatonina. Este protocolo se desarrollé en los meses en
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los que no se presenta crecimiento testicular y ovarico en la lagartija (febrero-
abril); en esta época la concentracién interna de melatonina suele ser menor
en otras especies que en la época reproductiva (Bertolluci, 1998; Guillete &
Méndez. 1993). El protocolo en luz constante se realiz6 entre los meses de
mayo y julio, cuando se presenta crecimiento folicular; en esa época, la
lagartija de ruinas (Podarcis sicula) presenta la concentracion interna de
melatonina mayor que en febrero (Bertolluci, 1998), pero no se presentd
sincronizacion alguna.

A diferencia de otros trabajos realizados en lagartijas comunes (Foa,
Bertolucci, 2003), donde la melatonina solo ejerce una influencia
sincronizadora en verano, parece ser que en S. forquatus las concentraciones
internas de melatonina producto del periodo del afio en que se encuentren no
afecta los resultados.

Trabajos de H. Underwood (1985, 1995) con S. occidentalis
demuestran que la administracion diaria de melatonina en cantidades
suprafisiologicas puede sincronizar el ciclo de actividad locomotriz. En estos
casos la melatonina se administra a las lagartijas por medio de implantes
subcutaneos, donde se inyecté concentraciones de 0.2 y 0.3 mg de
melatonina/ml. En otro protocolo utilizado por Underwood en 1984, se le
hicieron inyecciones diarias de 10 pg de melatonina en 10 pl de agua
destilada. En el presente trabajo con S. Torquatus, la melatonina se inyectd
una vez al dia, en una concentracion de 3 pg de melatonina en 10 pl, y se
observé una clara diferencia de horas en el inicio de actividad del animal entre

el protocolo de Underwood (dos horas después de la inyeccién de melatonina)
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y el protocolo realizado en el presente trabajo (ocho horas después de la
inyeccion).

En los protocolos aplicados a Anolis carolinensis por Underwood vy
Hyde (1995, 2000), se pudo observar la sicronizacion en animales
pinealectomizados, asi como también arritmia y supresiéon de la actividad en
el protocolo de luz constante.

En cambio, en el protocolo de luz constante de este trabajo no es
posible restablecer el ciclo, probablemente se deba a la presencia de
fotorreceptores extraoculares y marcapasos multiples que responden a la luz;
éstos de alguna forma estan evitando que la melatonina en la concentracién

que fue inyectada, por si sola actie como un sincronizador.
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12. CONCLUSIONES.

1.

La melatonina puede actuar como un agente sincronizador que afecta
directamente a los osciladores circadianos involucrados controlando la
actividad locomotriz cuando tenemos condiciones constantes de

oscuridad.

La concentracion de melatonina inyectada en los protocolos influye
directamente en el tiempo transcurrido entre la inyeccidén y el inicio de

actividad del animal.

La concentracién de melatonina usada en este trabajo no es capaz de
provocar una sincronizacion ni restauracién del ciclo de actividad
locomotriz cuando se presentan condiciones de pérdida del ciclo por de

luz constante.
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