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Resumen

El ojo parietal es un drgano fotorreceptor asociado con la glandula pineal implicado en la regulacion de
distintos procesos fisiol6gicos, como por ejemplo los ritmos circadianos. Se ha demostrado que, a través de la
pinealectomia, se producen cambios marcados en los periodos de curso libre o arritmicidad de los ritmos de
actividad-reposo en distintas especies de lagartos. La hipdtesis de este estudio se basa en el efecto de que, al
cubrir el ojo parietal de lagartos de la especie Gallotia galloti, se bloguearia la llegada de la estimulacion
luminica ambiental a la glandula pineal, lo que provocaria un desajuste pronunciado en el ritmo actividad-
reposo. En caso contrario, habria que considerar que hay otra u otras vias que sincronizan el ritmo actividad-
inactividad en esta especie. Entonces, el objetivo principal de este trabajo es comprobar, sin proceder a una
pinealectomia, la funcién del 6rgano pineal en la regulacion del ritmo circadiano de actividad-reposo del
lacértido Gallotia galloti. Para ello, se registré la actividad locomotora de 11 individuos de la especie Gallotia
galloti con el ojo parietal intacto en tres ciclos diferentes de luz (L) Oscuridad (O): LO 12/12, LO 24/0y LO
12/12. Posteriormente, se realiz6 el mismo procedimiento, pero esta vez tapando el 6rgano parietal del animal.
Para el analisis de datos, determinacidn y comparacién de parametros cronobioldgicos se utilizaron actogramas,
el método Cosinor, la técnica del periodogramay la prueba t para datos emparejados. Los resultados obtenidos
nos indican que los animales son capaces de mantener un ritmo enddgeno con el ojo parietal tapado y que los
parametros cronobioldgicos no se ven alterados, lo que sugiere que la glandula pineal presenta otras vias de
sefializacion luminica aparte del ojo parietal y que, este, parece tener una implicacién minima en la regulacién
de los ritmos de actividad locomotora en el lacértido Gallotia galloti.



Abstract

The parietal eye is a photoreceptor organ associated with the pineal gland and is involved in the regulation of
various physiological processes, such as circadian rhythms. It has been shown that, through pinealectomy,
arrhythmicity or marked changes are induced in the endogenous rhythm of activity-resting rhythms in different
species of lizards. The hypothesis of this study is based on the effect that, when covering the parietal eye of
lizards of the Gallotia galloti species, the arrival of environmental light stimulation to the pineal gland would
be blocked, which would cause a pronounced maladjustment in the activity-inactivity rhythm. Otherwise, it
should be considered that there are other pathways that synchronize the activity-inactivity rhythm in this species.
The main objective of this work is to verify, without proceeding with a pinealectomy, the function of the pineal
organ in the regulation of the activity-inactivity circadian rhythm of the Gallotia galloti lacertid. Therefore, the
locomotive activity of 11 individuals of the Gallotia galloti species was recorded with the parietal eye intact in
three different light cycles (L) Darkness (O): LO 12/12, LO 24/0 and LO 12/12. Subsequently, the same
procedure was carried out, but this time covering the animals’ parietal organ. For the data analysis,
determination and comparison of chronobiological parameters, actograms, the Cosinor method, the peridogram
technique and the t-test for paired data were used. The results obtained indicate that the animals are capable of
maintaining an endogenous rhythm with the parietal eye covered and that the chronobiological parameters are
not altered, suggesting that the pineal gland has other light signaling pathways besides the parietal eye and that
this structure is not involved in the regulation of locomotive activity rhythms.



1. Introduccidén

1.1. Ritmos bioldgicos

Por definicion, un ritmo es un cambio en una variable que se repite con un patrén similar. Los seres vivos
tienen la capacidad de regular su medio interno y sus relaciones con el exterior. Esta capacidad de regulacion
implica, en muchos casos, mecanismos de retroalimentacion negativa. Ello conlleva a la generacion de
oscilaciones o ritmos, ya que siempre hay un tiempo de demora en la actuacion de los elementos que constituyen
el bucle de retroalimentacion. Los ritmos son, entonces, un fenémeno inherente a la vida (Menaker, 2002;
Koukkari y Sothern, 2006).

Ademas, la evolucion ha potenciado algunas de estas oscilaciones y ha ajustado sus periodos para que
coincidan con los periodos de determinados eventos astronémicos, responsables de los cambios
medioambientales ciclicos en la Tierra. El fendmeno natural mas generalizado, causado por la rotacion de la
tierra sobre su eje, es el dia'y la hoche, aunque hay muchos otros eventos periddicos en la naturaleza, como por
ejemplo las estaciones, el ciclo lunar o el ciclo de las mareas (Pati, 2001; Menaker, 2002).

La Cronobiologia (del griego kronos, tiempo; bios, vida; y logos, conocimiento) es la disciplina cientifica que
estudia los cambios ritmicos que se producen en los seres vivos (Madrid, 2006), entendiéndose tales cambios
como cambios periddicos y previsibles en una variable bioldgica. Estos ritmos biol6gicos pueden distinguirse
o clasificarse en referencia a su periodo (Tabla 1).

La presencia de estos ritmos bioldgicos implica la existencia de mecanismos medidores de tiempo en los seres
vivos. Estos mecanismos son los denominados “relojes bioldgicos”.

Tabla 1: Ejemplos de ritmos biol6gicos atendiendo a su periodo.

Ritmo Periodo Ejemplo Referencia
Ultradiano <20 h Actividad EEG en Homo sapiens Krippke, 1972
Circadiano 20 - 28h (aprox. 24 h) Temperatura corporal en Homo Aschoff et al., 1983

sapiens
Infradiano >28 h Ovoposicion en Folsomia candida Chibaetal., 1973
Circanual 1 afio + 2 meses Germinacion de Phasealous vulgaris Spruyt et al., 1988
Circalunar 29,53 dias Ciclo reproductivo de Platynereis Zantke et al., 2013
dumerilii
Circamareal 248 h Ritmo de actividad de Uca princeps Stillman y Barnwell, 2004

Tal y como expresa Madrid (2006), existen diferentes mecanismos medidores del paso del tiempo (relojes)
en los seres vivos. Un ejemplo conocido de reloj bioldgico seria el reloj celular, implicado en el proceso de
pérdida de capacidad de division de una célula, su envejecimiento y su muerte después de la division de un
namero limitado de veces. En este proceso intervienen unas estructuras, situadas en el extremo de los
cromosomas, llamadas telémeros. Estos se acortan a medida que la célula se va dividendo hasta llegar a una
longitud critica que desestabiliza el cromosoma, desencadenando, finalmente, un proceso de apoptosis.



Ahora bien, en Cronobiologia, cuando se hace referencia a los relojes bioldgicos, se hace referencia a los
relojes generadores de ritmos. Se pueden definir como el conjunto de estructuras capaces de generar ritmos
sincronizados a determinadas variables ambientales. Cabe sefialar la diferencia entre un oscilador, que seria
una estructura capaz de generar cambios ritmicos en su funcionamiento, y un marcapasos, definido como
oscilador, o conjunto de ellos, implicados en el funcionamiento de osciladores secundarios.

La mayoria de los estudios que se han realizado en Cronobiologia tratan los ritmos circadianos. Por tanto, los
relojes circadianos son los que mas se han caracterizado (Menaker, 2002; Koukkari y Sothern, 2006). Las
propiedades de estos ritmos seran explicadas en el apartado 1.1.1.

En el ser humano, muchos aspectos de su fisiologia y comportamiento varian siguiendo un ritmo circadiano.
Por ejemplo, es conocido el hecho que varios factores endocrinos exhiben oscilaciones dependiendo de la hora
del dia (Gamble et al., 2014). Diversos aspectos del sistema cardiovascular, incluyendo la funcion endotelial,
la formacion de trombos, la presién arterial y la tasa cardiaca, son regulados por el reloj circadiano. Ademas,
la aparicion de determinadas enfermedades cardiovasculares muestra una ritmicidad circadiana (Crnko et al.,
2019). El ritmo suefo-vigilia es, quizas, el ritmo circadiano més evidente y estudiado en el ser humano (y otros
animales), por lo cual se desarrollard con més profundidad en el apartado 1.1.2.

Asimismo, una gran diversidad de manifestaciones de naturaleza circadiana puede observarse en distintos
organismos. Por ejemplo: en la vocalizacion de cortejo nocturno en Porichthys notatus (Feng y Bass, 2016), en
el comportamiento social y de busqueda de alimento en Apis mellifera (Bloch, 2017), en el comportamiento
natatorio de Platynereis dumerilii (Bucher, 2014), en la longitud ocular axial y grosor coroidal de Gallus gallus
(Papastergiou et al., 1998), en la actividad locomotora voluntaria en roedores (Verwey et al. 2013), etc.

La naturaleza ubicua de los ritmos circadianos sugiere que confieren una ventaja adaptativa a los organismos
que los poseen (Sheeba et al., 1999). Se puede definir el término “adaptacion” como una variante fenotipica de
un conjunto especifico de variantes, en un ambiente determinado, que resulta en la maxima aptitud (fitness),
entendiéndose este Ultimo término como la contribucion media de un genotipo a las futuras generaciones, es
decir, una medida de éxito reproductivo (Yerushalmi y Green, 2009). Se ha hipotetizado que los relojes
circadianos confieren una ventaja adaptativa a los seres vivos (i) programando sus procesos comportamentales
y fisiol6gicos con relacién a las dificultades y oportunidades ambientales (ventaja extrinseca); (ii) adquiriendo
un orden temporal en la fisiologia interna (ventaja interna); y (iii) mediando las respuestas de los organismos a
los cambios estacionales (Vaze y Sharma, 2013).

1.1.1. Caracteristicas de los ritmos circadianos

Las propiedades fundamentales de un reloj circadiano y, por tanto, de los ritmos circadianos son (Cambras,
2006; Valentinuzzi y Oda, 2017):

1) Caracter enddgeno: Los ritmos circadianos presentan un caracter endogeno, es decir, ocurren
independientemente de las condiciones ambientales. De esta manera, para determinar si un ritmo es
enddgeno, se puede aislar un organismo de las variaciones ciclicas ambientales manteniéndolo en un
ambiente constante. Cuando el animal se mantiene en esas condiciones, decimos que se encuentra en “curso
libre”. Si en estas condiciones constantes el ritmo observado persistiera, se confirmaria que se trata de un
ritmo enddgeno.

Suponiendo gue un organismo estuviera bajo unas condiciones de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad,
al poder detectar los cambios en los niveles de iluminacion, este va a presentar un ritmo de 24 horas. Si al
cabo de un tiempo se apagan las luces permanentemente, es decir comienza un “curso libre”, el patron
ritmico empezara a desfasarse respecto a las 24 horas, deduciéndose que el ritmo del animal no es de 24




horas exactas. En un curso libre, la fase de actividad se denomina alfa (o), la fase de reposo rho (p), y su
periodo tau (t).

2) Encarrilamiento a ciclos exdgenos: A pesar de que el reloj circadiano se manifiesta en curso libre, hay que
destacar que su funcién no es marcar el ritmo en condiciones invariables, sino permitir la adaptacién con
los ciclos del entorno. El procedimiento mediante el cual el periodo en curso libre adquiere el mismo valor
que el ciclo externo y su misma fase (permaneciendo, entonces, sincronizados) se denomina encarrilamiento
(del inglés entrainment). Entonces, el ciclo externo ejerce un control sobre la fase del ritmo. Los agentes
encarriladores se dominan Zeitgeber cuya traduccion literal del aleman es “dador de tiempo”. El principal
agente encarrilador en la naturaleza son los ciclos luz-oscuridad y, por ello, la mayoria de los estudios sobre
encarrilaiento se han realizado con este Zeitgeber.

3) Compensacion de la temperatura: Los procesos bioguimicos y fisioldgicos son sensibles a los cambios de
temperatura. Estos se aceleran a medida que aumenta la temperatura y se enlentecen a medida que disminuye.
Para calcular los efectos de las variaciones en la velocidad de reaccion de un proceso bioguimico se utiliza
el coeficiente de temperatura Qqo, este es,

R210/(T2 -T1) ( )
-2 1
donde R es la ratio de la variable que se estd midiendo y T es la temperatura. EI Q1o corresponde al cociente
entre dos valores medidos con una diferencia de 10°C. De este modo, si un valor de duplica en un intervalo
de 10°C, Q10 = 2. La mayoria de las reacciones bioquimicas tienen un Qio entre 2 y 3, pero los procesos
circadianos presentan un Qio de 0,8 a 1,3, hecho que pone de manifiesto la existencia de un mecanismo de
compensacion de la temperatura, todavia poco comprendido.

1.1.2.Ritmo sueio-vigilia

La alternancia de suefio-vigilia cada 24 h es el ritmo circadiano mas evidente y al que prestamos mayor
atencion. Pasamos aproximadamente un tercio de nuestra vida durmiendo. Al igual que beber o comer, dormir
es esencial para la vida. Aun asi, a diferencia del beber o del comer, la funcion exacta del suefio sigue siendo
un misterio (Miyazaki et al., 2017). El hecho de que se considere que la funcion del suefio sirve una necesidad
biolégica deriva de tres lineas de evidencia (Rattenborg et al., 2007; Cirelli y Tononi, 2008; Siegel, 2009): (i)
es un fendbmeno evolutivo universalmente conservado, (ii) la restriccion cronica del suefio se asocia a menudo
a la muerte, y (iii) no se han encontrado animales sin suefio.

A pesar de la ubicuidad de este fendmeno en el reino animal, cada especie muestra diferentes caracteristicas
de suefio, hecho que dificulta la elaboracion de una definicion universal de este proceso. Por una parte, el suefio
puede definirse desde un punto de vista comportamental y, por otra, desde un punto de vista electrofisioldgico
(Rechtschaffen y Kales, 1968; Rial et al., 2010; Miyazaki et. al, 2017). Los rasgos comportamentales asociados
al suefio son: (i) reposo motor, (ii) umbrales sensoriales elevados, (iii) facil reversibilidad, (iv) posicién
estereotipada, (V) recurrencia circadiana, (vi) lugares dormitorio especificos y (vii) estado regulado en qué se
puede reconocer “privacion” o “saciedad” de suefio.

Se ha propuesto gque, para considerar que un organismo presenta un suefio comportamental, debe presentar al
menos cuatro de los siete rasgos mencionados con anterioridad y, si alguna especie tuviera un nimero menor
de estos rasgos, debemos considerar que carece de un suefio verdadero, presentando meramente un estado de
reposo (Nicolau et al., 2000). Debido a la arbitrariedad de esta distincion, Rial et al. (2007) proponen que el
concepto de suefio deberia restringirse a mamiferos y aves, ya que tienen estadios y signos fisiologicos bien
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definidos con una regulacion circadiana y homeostatica, mientras que otros animales poseerian un simple
estadio de reposo.

Las caracteristicas electrofisiolégicas del suefio en animales se determinan por los niveles de actividad
muscular detectados por electromiografia (EMG), por los movimientos oculares detectados por
electrooculografia (EOG) y por las caracteristicas de las sefiales eléctricas cerebrales detectadas por
electroencefalografia (EEG). El suefio en mamiferos y aves puede dividirse en dos tipos principales: el suefio
no REM (NREM) y el suefio REM (del inglés rapid eye movement, “movimiento ocular rapido™). El suefio
NREM, por su parte, se subdivide en cuatro fases: F1, F2, F3 y F4 (asociados con una creciente profundidad
del suefio) y se caracteriza desde el punto de vista electrofisiologico por la presencia de oscilaciones lentas,
husos de suefio, complejos K y ondas delta.

Mientras que se conoce desde hace mucho que las aves y los mamiferos poseen suefio REM y NREM, se
creia que existia solamente un hipotético predecesor del suefio NREM en reptiles. Ello condujo a la hipétesis
de que los distintos estadios del suefio evolucionaron convergentemente en aves y mamiferos, posiblemente
debido a factores ecolégicos que, a su vez, condujeron a su endotermia (Joiner, 2016). Sin embargo, recientes
evidencias de registros de EEG muestran que lagartos ectotérmicos probablemente también poseen suefio REM
y NREM (Shein-ldelson et al., 2016). La existencia de este estado de suefio REM en lagartos sugiere que no
solo los animales homeotérmicos muestran dos estados de suefio, lo cual complica la elucidacion del origen
evolutivo de los dos estados de suefio (Libourel et al., 2018).

1.2. Organizacion del sistema circadiano

El sistema circadiano esta constituido por cuatro componentes principales (Fig. 1) (Golombek y Yannieli,
2006; Valentuzzi y Oda, 2017):

i. Un sincronizador ambiental (zeitgeber).
ii. Un reloj generador de ritmos circadianos.
iii. Vias aferentes, o inputs neurales, hacia otras partes del cerebro.
iv. Vias eferentes del reloj hasta hacia otros tejidos, los cuales acoplan su ritmicidad interna con la del

reloj.
Aferente Eferente
> — /\/
Ciclo ambiental Reloj biologico Ritmo manifiesto

Figura 1: Diagrama de los principales componentes del
sistema circadiano. Adaptado de Valentuzzi y Oda, 2017.

La alternancia luz-oscuridad es el principal componente de los ciclos ambientales con periodicidad circadiana
y, por tanto, el principal zeitgeber. De este modo, uno de los principales componentes del sistema circadiano
sera su conexién anatomo-fisiol6gica con la percepcion de la luz (Golombek y Yannieli, 2006). Por ello, es
indispensable que los distintos organismos posean érganos especificos destinados a la fotorecepcion.

Como exponen Peirson et al. (2009), los vertebrados poseen un amplio espectro de estructuras de
fotorrecepcion. Entre estas, cabe destacar los ojos laterales, en concreto, la retina, el principal sitio de
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fotorrecepcion en vertebrados y constituyente del sistema visual. Se conoce que, en mamiferos, el sistema
visual estd compuesto por vias formadoras de imagenes y vias no-formadoras de imagenes. La fotorrecepcién
para las vias formadoras de imagenes se da en los conos y bastones de la retina, mientras que la fotorrecepcion
para las vias no-formadoras de imégenes se da en las células ganglionares intrinsicamente fotosensitivas
(ipGRCs), que contienen el pigmento melanopsina. La estructura fotorreceptora mas conocida, a parte de la
retina, es la glandula pineal (epifisis). Se usa el término “complejo pineal” para referirse a la glandula pineal
propiamente dichay a la glandula parapineal (ambas intracraneales), asi como a los “tercer” ojos extracraneales
encontrados en algunos lagartos (Lacertidae) y ranas (Anura). El érgano parapineal se encuentra tan solo en
algunos peces, y su funcidn es poco conocida. Los “tercer” o0jos extracraneales se pueden subdividir en 6rganos
frontales, en anfibios anuros, y en los “ojos parietales”, encontrados en lagartos. Estos Ultimos poseen una
destacable similitud estructural con los ojos laterales. En mamiferos, la glandula pineal carece de
fotosensitividad, es exclusivamente secretoria. También se pueden encontrar otros lugares de fotorrecepcion
en estructuras cerebrales profundas o el iris (Fig. 2) e incluso en tejidos periféricos.

Parapineal

Prosencéfalo

Eminencia media

Pars tuberalis

Organo paraventricular Pars distalis

Figura 2: Fotorreceptores no visuales en los vertebrados. La glandula parapineal se encuentra solo en algunos peces. La
glandula pineal es fotosensitiva en todos los vertebrados no mamiferos. El iris también es intrinsecamente fotosensitivo
en estos grupos también y quizas en algunos mamiferos. Las ubicaciones putativas de los fotorreceptores no visuales
(mostrados en amarillo) en estructuras cerebrales profundas varian entre los vertebrados no mamiferos. Los Unicos
fotorreceptores no visuales en los mamiferos son las células ganglionares intrinsecamente fotosensitivas de la retina.
Modificada de Menaker, 2014.

En mamiferos, el marcapasos principal est& ubicado en los nucleos supraquiasmaticos (NSQ), situados en el
hipotalamo ventral anterior (Golombek y Yannieli, 2006). En esta estructura anatémica, se generan sefiales
intrinsecas oscilatorias con un periodo cercano a las 24 horas. Se ha demostrado en experimentos en ratas que
la ablacién de los NSQ conlleva a la pérdida de numerosas funciones fisiol6gicas y conductuales, de tal manera
que dichas funciones se presentan en un patron al azar (esto se conoce como “arritmicidad”) (Stephan y Zucker,
1972). Ademas, el trasplante de los NSQ en animales cuyos propios nucleos han sido extirpados da como
resultado la restauracion del ritmo manifiesto en el huésped arritmico (Ralph y Lehman, 1991).



El sistema circadiano también esta constituido por osciladores secundarios, controlados por los NSQ, y por
vias de salida de los NSQ hacia estos sistemas efectores. Otro componente del sistema circadiadiano son las
vias de entrada de informacion fética, como el tracto retinohipotalamico, que lleva informacion luminica
directamente al reloj y permiten su encarrilamiento al ciclo luz-oscuridad ambiental. Finalmente, cabe destacar
el papel de las vias de entrada no féticas (Fig. 3), también capaces de sincronizar los NSQ (Valentuzzi y Oda,

2017).
@ Ciclos de
Luz disponibilidad de
T ¢ alimentos

GCS Melatonina

t ¥
O % -

T 4334
T x oP @@@ Actividad,
Actividad/activacion ¢ l l ¢ ,i, zﬁgm:sa’sétc.

Ritmo general manifiesto

Figura 3: Representacion esquematica de algunos de los componentes del sistema circadiano y sus interacciones. GCS:
ganglio cervical superior; NR: nlcleos de Rafe; NGL: nucleos geniculados laterales; NSQ: nlcleos supraquiasmaticos;
TRH: tracto retinohipotalamico. OP: osciladores periféricos. Modificada de Valentuzzi y Oda, 2017.

Un nexo importante que implica la regulacion del sistema nervioso central y periférico por parte de los NSQ
es el control de la glandula pineal y su secrecion circadiana de melatonina (Valentuzzi y Oda, 2017). La
secrecion de melatonina se encarrila al periodo de oscuridad. Tal como exponen Claustart et al. (2005), la
informacidn fética se transmite al marcapasos central a través del tracto retinohipoltalamico, formado por
axones de las células ganglionares intrinsicamente fotosenitivas que contienen melanopsina de la retina. De dia,
el output de este tracto inhibe la sintesis de melatonina. La via neural desde el nlcleo supraquiasmatico hasta
la glandula pineal pasa primero por la parte superior de la medula espinal (Fig. 4), donde se hace sinapsis con
los cuerpos neuronales de los ganglios superiores cervicales, y luego estos a la glandula pineal (Benarroch,
2008).



Mucleo
paraventricular

Luzr Oscuridad
[

Nucleo : \\
supraquiasmatico Melatonina
[ v,  Ganglio
Luz —— C ) cervical

superior

Célula zanglionar dela retina
Columna intermediolateral

Figura 4: Regulacion de la secrecion de melatonina. La regulacién circadiana de la secrecién de melatonina depende de
una via indirecta que se origina en las células ganglionares fotosensitivas de la retina y llega, a través del tracto
retinohipotaldmico, al nicleo supraquiasmatico, que es el marcapasos circadiano central. EI nlcleo supraquiasmatico, a
través de una proyeccion inhibitoria del nicleo paraventricular del hipotdlamo, controla la salida simpatica a la glandula
pineal que es responsable del pico de secrecion de melatonina durante la oscuridad. Modificada de Benarroch, 2008.

La melatonina es sintetizada en los pinealocitos de la glandula pineal a partir de la serotonina a través dos
etapas enzimaticas (Fig. 5). Primero, la serotonina N-acetiltransferasa acetila la serotonina para producir N-
acetilserotonina. El segundo paso implica la transferencia de un grupo metilo (S)-adenosilmetionina al grupo
5-hidroxi de N-acetilserotonina a través de la enzima hidroxiindol-O-metiltransferasa (HIOMT) (Dubocovich
et al., 2010). La abundancia de receptores de melatonina en distintas areas cerebrales (incluyendo los NSQ) y
tejidos periféricos es un indicador de que la melatonina actla como sincronizador enddgeno de multitud de
ritmos circadianos, incluyendo los ciclos de suefio-vigilia.

El papel de los NSQ como marcapasos central en el control de los ritmos circadianos en mamiferos es una
sofisticacion respecto a los mecanismos observados en vertebrados inferiores (Patton y Hastings, 2018), que,
dependiendo de la especie, pueden controlar ritmos conductuales circadianos mediante la secrecion nocturna
de melatonina directamente en las estructuras fotorreceptoras. De esta manera, mientras que en los mamiferos
el sistema entero es coordinado a través de los NSQ, encarrilados foticamente a través de la retina (Fig. 6A),
en aves Yy reptiles el marcapasos central del sistema circadiano se basa en la accion conjunta de los NSQ vy el
complejo pineal (Fig. 6B).
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Figura 5: Biosintesis de melatonina en los pinealocitos. HIOMT: hidroxiindol-O-metiltransferasa; NE: norepinefrina,
NAT: N-acetiltransferasa; NPV: nicleo paraventricular; NSQ: nlcleos supraquiasmaticos. Modificado de Litwack, 2018
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Figura 6: Comparacion de los sistemas circadianos en mamiferos y reptiles. (A) En los reptiles, el sistema esta basado
en los NSQ vy el complejo pineal de manera conjunta, y la melatonina es un mediador critico del control del reloj

circadiano. (B) En mamiferos, el sistema circadiano esta basado inicamente en los NSQ, con un acceso restringido para
el encarrilamiento fético a través de la retina. Adaptada de Patton y Hastings, 2018
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Como se ha mencionado con antelacion, los reptiles de la familia de los lacértidos (y otros escamosos) poseen
una estructura fotosensitiva llamada ojo parietal (Gundy y Wurst, 1976). El ojo parietal presenta similitudes a
los ojos laterales en cuanto a que estan provistos de una cornea, un cristalino y una retina. No obstante, la retina
del ojo parietal solamente posee fotorreceptores, células ganglionares y células gliales (a diferencia de los 0jos
laterales, que tienen células bipolares, horizontales, amacrinas, y un epitelio pigmentario retinal), ademas de
tener una orientacion contraria, ya que los fotorreceptores estan orientados hacia la parte frontal del ojo, siendo
las primeras células de la retina en recibir la luz (Luo et al. 2009) (Fig. 7). Cabe destacar también que cada
fotorreceptor presenta dos pigmentos: la pinopsina (sensible a luz azul) y la parietopsina (sensible a luz verde).
Cada uno est& implicado en una via de fototransduccion diferente, antagonistas entre si: la via de la pinospsina
estaria implicada en la hiperpolarizacion de la membrana mientras que la parietopsina estaria implicada en la
despolarizacién (Solessio y Engbretson, 1993). El ojo parietal esta conectado mediante, el nervio parietal, al
sistema nervioso central y a la glandula pineal (Fig. 7), cuyo producto principal, igual que en mamiferos, es la
melatonina (Embregtson y Len, 1975).

Capa fotoreceptora Nervio parietal

/
Capa de células
ganglionares

Figura 7: El ojo parietal de los lagartos se localiza en un pequefio foramen entre los huesos parietales. El cristalino se
sita inmediatamente por debajo de un epitelio equivalente a una cornea. Entre el cristalino y la retina se encuentra el
lumen, en el cual proyectan los segmentos externos de los fotorreceptores. La retina tiene una Unica capa plexiforme
donde los procesos de los fotorreceptores (P) y las células ganglionares (Ga) se encuentran. Las células gliales (Gl)
abarcan toda la retina. Adaptada de Solessio y Engbretson (1993).
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En reptiles el complejo pineal esta implicado en multitud de procesos fisiologicos y conductuales (Tosini,
1997): en la termorregulacion, en los ritmos de actividad y organizacion circadiana (gracias a su funcién
fotorreceptora y de marcapasos, como ya se ha comentado), en la fisiologia reproductora, y en otros procesos
como la orientacion o el gasto energético.

En relacion con el papel del ojo parietal en la organizacion circadiana de los ritmos de actividad-reposo, nos
hemos preguntado: (i) ¢qué efecto provocaria la oclusion del ojo parietal en lagartos de la especie Gallotia
galloti?; y (ii) ¢tendria el mismo efecto desincronizador del ritmo de actividad-reposo que una pinealectomia?
De estas preguntas surgié el propésito de nuestro trabajo.
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2. Objetivos e hipotesis

Molina-Borja (1996) demostro que la pinealectomia (i.e. la extirpacion de la glandula pineal) induce
arritmicidad en ejemplares de la especie Gallotia galloti, indicando que la glandula pineal acta como
marcapasos central. Como se ha mencionado con anterioridad, el ojo parietal forma parte del complejo pineal
(junto a la glandula pineal), siendo ambas estructuras fotosensitivas y estando conectadas por el nervio parietal.
Proponemos, entonces, que el ojo parietal es una estructura necesaria para el funcionamiento de la glandula
pineal como marcapasos central y, por tanto, sostenemos la hipétesis de que la oclusién del ojo parietal, que
bloguearia la llegada de la estimulacion luminica ambiental al complejo pineal, provocaria un desajuste
pronunciado en el ritmo actividad-reposo y eliminaria la capacidad de encarrilamiento en lagartos de la especie
Gallotia galloti. En caso contrario, habra que considerar que hay otra u otras vias que sincronizan el ritmo
actividad-inactividad en esta especie. Por consiguiente, los objetivos especificos del presente trabajo son:

e Estudiar los efectos de diferentes ritmos de luz-oscuridad sobre la actividad locomotora del lacértido
Gallotia galloti.

e Determinar el ritmo enddgeno y parametros cronobiolégicos de Gallotia galloti mediante el uso de
herramientas de analisis cronobioldgico.

o Elucidar la importancia del ojo parietal en la regulacion del ciclo actividad-reposo, en dicha especie, tras
su oclusion.

e Comparar laequivalencia de los efectos de la oclusion con otros experimentos clasicos (e.g. pinealectomia).
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3. Metodologia experimental

3.1. Animales

Para este estudio, hemos utilizado 11 individuos de la especie Gallotia galloti (orden Squamata, familia
Lacertidae), endémica de las islas de Tenerife y La Palma. Su captura fue autorizada por el Gobierno
Autondmico Canario y los ejemplares se mantuvieron en el estabulario de la UIB para su cuidado.
Posteriormente, introdujimos cada lagarto en una jaula de 23 cm x 21 cm, provisto de gravilla, cubierta con una
malla sujeta por gomas elasticas, y con dos placas de Petri para depositar comida y agua. Estos animales se
mantuvieron en una cdmara a temperatura constante (27 °C) y se alimentaron con compota de fruta cada 10
dias.

3.2. Registro de la actividad locomotora

Para el registro de la actividad locomotora, colocamos cada jaula en un marco provisto de dos sensores
infrarrojos fotoeléctricos. Los sensores permiten detectar, mediante haces de luz, los movimientos de los
animales. Cada interrupcion, ocasionada por los individuos al moverse, en el haz de luz se registra mediante un
microcomputador (USB-DI1024/37, Measurement Computing Corporation), que digitaliza la sefial y la envia a
un ordenador para su posterior analisis (Fig. 8). El programa utilizado para el control del microcomputador es
el DAS-24 V29,

Digitalizador

/
00000 \
CfleIC) @

N

Fotocélula

Figura 8: Montaje para el registro de la actividad locomotora de los animales. Cortesia de Mourad Akaérir.

El registro de la actividad se dio en dos etapas, cada una dividida en tres condiciones experimentales:

1. Reqistro de la actividad locomotora de los lagartos con el ojo parietal sin cubrir:

a) 9 dias en condiciones de 12 horas de luz (desde las 8h a las 20h) y 12 horas de oscuridad (desde las 20h
hasta las 8h) (LO: 12/12)

b) 9 dias en condiciones de luz continua (24 horas de luz) (LL:12/12)

c) 9 dias en condiciones de 12 horas de luz (desde las 8h a las 20h) y 12 horas de oscuridad (desde las 20h
hasta las 8h) (LO: 12/12)
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2. Reaqistro de la actividad locomotora de los lagartos con el ojo parietal cubierto:

a) 9 dias en condiciones de 12 horas de luz (desde las 8h a las 20h) y 12 horas de oscuridad (desde las 20h
hasta las 8h) (LO: 12/12)

b) 9 dias en condiciones de luz continua (24 horas de luz) (LL:12/12).

c) 9 dias en condiciones de 12 horas de luz (desde las 8h a las 20h) y 12 horas de oscuridad (desde las 20h
hasta las 8h) (LO: 12/12).

Entre cada condicion, se dejo un dia sin registrar (en las condiciones del nuevo registro a empezar), en el que
se cambio el alimento y agua de los animales. Entre la etapa 1 y 2 se dejaron 9 dias sin registrar, en condiciones
de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, para asegurarnos gue los animales estuvieran bien encarrilados a
los ciclos de luz-oscuridad.

3.3. Oclusion del ojo parietal

Para tapar el ojo parietal, primeramente, eliminamos el exceso de piel muerta del ojo parietal y zonas
adyacentes mediante la ayuda de un bisturi. Con la ayuda de unas pinzas, colocamos dos trozos superpuestos
de tela opaca impregnadas en cianocrilato sobre el ojo parietal, asegurandonos que este tltimo quede totalmente
cubierto (Fig. 9).

Y-

Figura 9: Fotografia de un lagarto de la especie Gallotia galloti
cuyo ojo parietal ha sido cubierto con dos trozos de tela opaca.
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3.4. Analisis de datos

Andlisis visual: actograma

El actograma consiste en ordenamiento consecutivo de gréficas de ocurrencia de eventos (Vega, 1993). El
ordenamiento vertical de los datos nos permite observar el encarrilamiento a los ciclos de luz-oscuridad
ambientales y el desfase de la actividad en condiciones constantes. Los actogramas fueron realizados mediante
el programa OriginPro.

Ajuste a una funcién coseoidal: método del cosinor

La técnica del Cosinor consiste en el ajuste estadistico de una serie temporal a una funcion cosenoidal
mediante un procedimiento conocido como regresién por minimos cuadrados (Diez, 2006). Este procedimiento
nos permite cuantificar las caracteristicas del ritmo y realizar su representacion grafica (Fig. 10). La expresion
matematica de la expresién empleada es la siguiente:

Y(t) =M + A cos (Z%t - CD) (2)

Los pardmetros que nos permite hallar son la amplitud (A), la acrofase (®) y el mesor (midline estimating
statistic of rhythm) (M). La amplitud hace referencia a la diferencia entre la distancia del mesor y el méximo
de la funcion ajustada. La acrofase corresponde al valor temporal en qué se da el valor maximo de la funcion.
El mesor es el valor medio del ritmo ajustado a la funcion, por lo que no tiene que coincidir con la media
aritmética de los datos. T corresponde al periodo, 24 h en el caso de los ritmos circadianos. La obtencion de
dichos parametros se ha realizado mediante el programa Circadianware (version 3.0).

geeeseenes Referencia (00:00 h)
¢ [Acofase]
S — pl
F> |
© "
e |
2 |
] —
O
O |
Q - |
© St
(%)
< Amplltud
o ....................................... MESOR sresilepsnananas
f_U - Datos ongnnales v .
> Ajuste 3 cosinor
------- por minimos cuadrados

| | | | I
02 00 05:0008:00 11:00 14:0017:00 20:00 23 0002:0C 05:00 08:00

Hora del dia

Figura 10: Diagrama en el que se indica como una serie de valores de actividad a distintas horas del dia (“datos
originales™) se ajustan a una funcion cosenoidal (“ajuste cosinor por minimos cuadrados”). Sobre la funcidn resultante
del ajuste se indican los parametros que definen un ritmo bioloégico: MESOR, amplitud y acrofase. Adaptada de
https://ocw.unican.es/mod/page/view.php?id=713.
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Los resultados obtenidos de la aplicacion de dicho método se representan en un gréafico caracteristico que
consiste en la representacion polar del vector definido por A y ®. Para ello, se representa un circulo que
corresponde a un reloj imaginario de 24 horas, en interior de la cual se representa un vector cuya longitud es
proporcional a la amplitud A del ritmo, y cuyo extremo apunta a la @. Los intervalos de confianza del 95% de
estos dos parametros se representan de manera conjunta en forma de elipse en torno al extremo del vector (Fig.
11).

0 _ Tiempo

Amplitud Acrofase
9

Amplitud

12

Figura 11: Representacion gréafica de los parametros caracteristicos de un ritmo, utilizando el ajuste de la serie temporal
a una funcidn sinusoidal (Cosinor). A la izquierda estan representados los puntos correspondientes a los valores de la
serie junto con la funcion ajustada, y a la derecha la representacion polar de la acrofase y la amplitud estimadas mediante
el método del Cosinor junto con la elipse de confianza para el 95%. Tomado de Golombek, 2007.

Esta representacion permite comparar dos Cosinors diferentes. Para ello, se representan los Cosinors a
comparar con sus elipses de confianza en el mismo circulo (Diez, 2006). Si dos elipses se intersectan, indica
gue no existen diferencias estadisticamente significativas entre los Cosinor, en caso contrario, si existen
diferencias (Fig.12). La representacion grafica del método Cosinor se ha realizado mediante el programa Ritme
v.6-c, desarrollado por el Grup de Cronobiologia de la Universitat de Barcelona.

Determinacién del periodo: periodograma

Para estimar el periodo del ritmo endogeno (t), se recurrio a la técnica del periodograma, una técnica
matematica que permite estimar el periodo de los componentes responsables de la periodicidad de un fenémeno
(Vega, 1993). La representacion de esta técnica se trata de una grafica en qué en el eje de las abscisas se
representan valores de los periodos, y en el eje de ordenadas se representan los valores de una variable que
indica el “grado de presencia” de cada periodo, la naturaleza de la cual varia dependiendo del tipo de
periodograma utilizado (Fig. 13). La presencia de picos en la gréfica permite conocer los periodos de los ritmos
presentes en la serie. La representacion del periodograma se completa incluyendo una linea que indica el nivel
de significacion (p=0,05), por lo que tan se consideraran significativos los picos que superen dicha linea
(Noguera, 2006).
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Figura 12: Representacion grafica del Cosinor con su elipse de confianza del 95%. Esta representacién permite verificar
visualmente las diferencias entre Cosinor. En este caso, no habria diferencias significativas entre los Cosinor By C, ya
que sus elipses se intersectan, mientras que el Cosinor A es significativamente diferente a los Cosinor By C.

P=0,05

Grado de presencia

Periodo

Figura 13: Representacion grafica de un periodograma. Solo aquellos picos
que superan la linea diagonal se consideran estadisticamente significativos.

Para este estudio, se ha utilizado el método conocido como periodograma de Skolove-Bushell (Skolove y
Bushell, 1978). ElI método consiste en la elaboracién de una matriz de datos en la que cada fila contenga los
datos correspondientes a un periodo. Esta disposicion permite calcular las medias de cada columna y cuantificar
la variabilidad entre dichas medidas. La medida de esta variabilidad se denomina Q,, la cual es la variable que
se emplea para representar el periodograma. Su férmula se indica a continuacion:

_NKXP_ (X — X)?
P ONKIE, (X — X)?

®3)

donde N es el nimero de datos, P el nimero de columnas, K el ndmero de filas, X la media global y X;, la media
de la columna h. Para obtener t se ha empleado el programa Circadianware (version 3.0).
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4. Resultados

4.1 Actividad locomotora en curso libre y encarrilamiento a ciclos de luz oscuridad
ambiental

Los resultados muestran que los animales con el ojo parietal destapado estan encarrilados a ciclos de 24 horas
de luz-oscuridad ambientales. Cuando estan en curso libre (24 horas de luz constante) se puede observar un
adelanto progresivo del momento de inicio de la actividad locomotora (retraso de fase). Cuando se retornan a
las condiciones de luz-oscuridad, los animales se vuelven a encarrilar al ciclo (Fig. 14).
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Figura 14: Actogramas que muestran la actividad locomotora de Gallotia galloti (con el ojo parietal intacto) en diferentes
condiciones de luz-oscuridad. LO1: de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. LL: 24 horas de luz constante. LO2: se
retoman las 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad iniciales. Las barras negras horizontales representan el periodo de
oscuridad y las barras blancas el periodo de luz. Estos actogramas representan la actividad promedio de todos los animales.
Los valores de actividad locomotora se obtienen calculando la media de los movimientos captados por el sensor cada 5
minutos. Los actogramas se han realizado mediante el programa OriginPro.

Al tapar el ojo parietal, los animales siguen estando encarrilados a los ciclos de luz oscuridad ambiental. Del
mismo modo que en la etapa experimental anterior, cuando los animales entran en curso libre, experimentan
un retaso de fase de la actividad locomotora y cuando se regresa a las condiciones de luz-oscuridad se vuelve
a producir un encarrilamiento (Fig. 15).
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Activida locomotora
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Figura 15: Actogramas que muestran la actividad locomotora de Gallotia galloti tras la oclusion del ojo parietal en
diferentes condiciones de luz-oscuridad. LO1: de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad. LL: 24 horas de luz constante.
LO2: se retoman las 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad iniciales. Las barras negras horizontales representan el
periodo de oscuridad y las barras blancas el periodo de luz. Estos actogramas representan la actividad media de todos
los animales. Los valores de actividad locomotora se obtienen calculando la media de los movimientos captados por
el sensor cada 5 minutos. Los actogramas se han realizado mediante el programa OriginPro.

4.2 Determinacion y comparacion de parametros cronobiol6gicos

La aplicacién de la técnica del Cosinor permite el ajuste de los registros de actividad a una funcion
cosenoidal y determinar distintos pardmetros cronobioldgicos. Su posterior representacion grafica nos
permite comprobar si los ritmos ajustados son significativamente distintos entre si.

En primer lugar, se comprobd que se produce un retraso de fase de la actividad locomotora debido a la
manifestacion del ritmo enddgeno de los animales en curso libre, con el ojo parietal descubierto. La no
interseccion de las elipses de confianza del 95% entre dos condiciones diferentes indica el resultado exitoso
de una prueba de rechazo bilateral de la hipotesis nula (Ho: condicién 1 = condicion 2), entre fases relativas.
Se observo que hay diferencias significativas en las acrofases entre condiciones de 12 horas de luz-12 horas
de oscuridad y condiciones de curso libre, las cuales desaparecen cuando cesa el curso libre y se vuelven a
las condiciones originales (Fig. 16). En segundo lugar, se determin si los parametros cronobioldgicos entre
las dos etapas experimentales y las distintitas condiciones presentaban diferencias significativas (Fig. 17).
Para ello, se recurri6 al ya mencionado método de las elipses de error para comprar diferencias entre las
acrofases y a una prueba t de Student de datos emparejados. No se observaron diferencias significativas
entre los diferentes parametros estudiados (Fig. 18 y Fig. 19).
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101 1L LO1 LO2

Mesor:0.26 Mesor:0,143 Mesor:0.26 Mesor:0.416
Amplitud: 0,33 Amplitud: 0,243 Amplitud: 0.33 Amplitud: 0.61
Acrofase: 13:14 Acrofase: 13:07 Acrofase: 10:58 Acrofase: 13:18
Signf: 00003 Signf: 0.00667 Signf: 0.04845 Signf: 00561

Figura 16: Determinacion de distintos pardmetros cronobioldgicos del ritmo de actividad motora de Gallotia gallotia con
el ojo parietal descubierto. La representacion polar de la funcién Cosinor nos permite ver diferencias significativas entre
las distintas acrofases. En este caso, vemos que las acrofases son significativamente distintas entre las condiciones de LO1
y LL, perono entre LO1y LO2 (LO1: primer periodo de luz-oscuridad; LL: periodo de luz-luz; LO2: segundo periodo de
luz oscuridad). Las graficas fueron elaboradas con el programa Ritme v.6-c.

LO1 LOIT LLT LL LO2T LO2
Mesor:0,26 Mesor:0.143 Mesor:0.127 Mesor:0,41 Mesor:0.232 Mesor:0.416
Amplitud: 0,33 Amplitud: 0.243 Amplitud: 0.16 Amplitud: 0,54 Amplitud: 0,24 Amplitud: 0,61

Acrofase: 13:14 Acrofase: 13:07 Acrofase: 10:58 Acrofase: 9:33 Acrofase: 13:53 Acrofase: 13:18
Signf: 0,0003 Signf: 0,00667 Signf: 0,04845 Signf: 0.03606 Signf: 0,0003 Signf: 0.05621

Figura 17: Determinacion de distintos parametros cronobioldgicos del ritmo de actividad motora de Gallotia gallotia con
el ojo parietal tapado. La representacion polar de la funcion Cosinor nos permite ver diferencias significativas entre las
distintas acrofases. La interseccién de las elipses de error indica que no hay diferencias significativas entre las acrofases
de las condiciones estudiadas. LO1: primer periodo de luz-oscuridad; LL: periodo de luz-luz; LO2: segundo periodo de
luz oscuridad. LOLT: primer periodo de luz-oscuridad con el ojo parietal tapado; LLT: periodo de luz-luz tapado; LO2T:
segundo periodo de luz oscuridad tapado. Las graficas fueron elaboradas con el programa Ritme v.6-c.
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Figura 18: Comparacion de los pardmetros del mesor entre distintas condiciones experimentales. Se observaron
diferencias significativas entre los mesores de las condiciones LO1 (M=0,281; SD=0,136) y LO1T (M=0,143; SD=0,095)
(t (10) =2,862; p=0,017). En cambio, no se observaron diferencias significativas entre las condiciones de LL (M=0,341;
SD=0,462) y LLT (M=0,127; SD=0,03641) (t (10) =1,426; p=0,184), ni entre las condiciones de LO2 (M=0,416;
SD=0,581) y LOT2 (M=0,232; SD=0,42) (t (10) =0,851; p=0,415). Las graficas representan la media * el error estdndar
de la media de cada condicion. LO1: primer periodo de luz-oscuridad; LL: periodo de luz-luz; LO2: segundo periodo de
luz oscuridad. LOL1T: primer periodo de luz-oscuridad con el ojo parietal tapado; LLT: periodo de luz-luz tapado; LO2T:
segundo periodo de luz oscuridad tapado. *p<0,05. La prueba estadistica fue realizada mediante el programa OriginPro.
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Figura 19: Comparacion de la amplitud entre distintas condiciones experimentales No se observaron diferencias
significativas entre las amplitudes entre LO1 (M=0,343; SD=0,204) y LO1T (M=0,243; SD=0,174) (t (10) =1,583;
p=0,144), entre las amplitudes LL (M=0,456; SD=0,630) y LLT (M=0,135; SD= 0,150) (t (10)= 1,604; p=0,140), ni
entre las amplitudes entre LO2 (M=0,727; SD=1,043) y LO2T (M=0,236; SD=0,276) (t (10)=1,675; p=0,125). Las
graficas representan la media + el error estandar de la media de cada condicion. LO1: primer periodo de luz-oscuridad;
LL: periodo de luz-luz; LO2: segundo periodo de luz oscuridad. LOT: primer periodo de luz-oscuridad con el ojo
parietal tapado; LLT: periodo de luz-luz tapado; LO2T: segundo periodo de luz oscuridad tapado. *p<0,05. La prueba
estadistica fue realizada mediante el programa OriginPro.
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4.3 Calculo del periodo en curso libre

Para calcular la periodicidad end6gena a la que oscila la actividad locomotora de los animales en ausencia
de sincronizadores exdgenos (t) se recurri6 a la técnica del periodograma. En la Fig. 20 se ejemplifica la
representacion gréfica del periodograma, en el cual el pico por sobre de la linea de significacion indica la
presencia de un periodo significativo. En la Tabla 2 se recogen todas las t de los lagartos en las dos etapas
experimentales. Los periodos calculados de cada lagarto en las diferentes condiciones experimentales fueron
comparados con una prueba t de Student de datos emparejados para determinar diferencias entre estas.
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Figura 20: Ejemplo de periodograma del lagarto 1 en condiciones de LL con el ojo parietal descubierto. La linea roja
indica la representacion del periodograma y la linea azul indica el valor critico que se debe superar para que un pico
correspondiente a un periodo sea considerado estadisticamente significativo (p<0,05). El periodograma fue realizado
mediante el programa Circadianware.

Tabla 2: Valor de 1 (en horas) de los distintos lagartos (L) en curso libre con ojo parietal descubierto (LL) y cubierto
(LLT).

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11
LL | 23,25 | 23,083 | 23,58 | 23,88 | 23,75 | 23,417 | 23,25 | 23,58 | 23,083 | 23,083 | 22,75
LLT | 23,917 | 23,083 | 23,833 | 23,75 | 23,583 | 23,583 | 24,082 | 23 | 23,417 24 23,75

Viendo los valores recogidos en la Tabla 2 podemos apreciar que los valores de t se mueven en un rango de
22,75h-23,88h en las condiciones LL y de 23,083h-24h en las condiciones de LLT. En algunos lagartos el valor
aumenta, en otros disminuye y en otros permanece constante. La aplicacion de una prueba t de Student indica
que no existen diferencias significativas en cuanto a la T en las distintas condiciones (t (10) =2,2281; p=0,07906),
lo que sugiere que el ojo parietal no esta implicado en la regulacion de este parametro.
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Figura 21: Comparacion de t en condiciones de 12 horas luz-12 horas luz con el ojo parietal destapado (LL) y con el ojo
parietal tapado (LLT). La aplicacion de una prueba t de Student indica que no existen diferencias entre las t en las distintas
condiciones experimentales.
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5. Discusion

Los resultados obtenidos en el presente estudio parecen indicar que la oclusion del ojo parietal en la especie
Gallotia galloti no afecta a los ritmos diarios de actividad-reposo. Estos resultados contrastan con los resultados
obtenidos por Molina-Borja (1996), que muestran que la extirpacion de la glandula pineal, conectada con el
0jo parietal a traves del nervio parietal, producia arritmicidad en la misma especie, demostrando, entonces, el
papel de la glandula pineal como marcapasos central. Los resultados de dicho estudio coinciden con los
encontrados en la especie Anolis carolinensis, en qué la pinealectomia produce arritmicidad en la actividad
locomotora diaria en curso libre (Underwood, 1983). Ahora bien, otros estudios realizados con las especies
Sceloporus olivaceous (Underwood, 1977), Sceloporus occidentalis (Underwood, 1981), Iguana iguana
(Menaker y Tosini, 1996) y Podarcis sicula (Foa, 1991), muestran que la pinealectomia provoca cambios en la
1 de la actividad locomotora, en vez de producir arritmicidad. También es notable destacar que en Dipsosaurus
dorsalis la pinealectomia no provoca ningn cambio en su ritmo circadiano de actividad locomotora diaria
(Janik y Menaker, 1990). Notese que, en todos estos estudios, los animales pinealectomizados también estaban
desprovistos de su ojo parietal, ya que la extirpacién de la glandula pineal sin dafiar el ojo parietal no es posible.

Diversos estudios ponen de manifiesto que la melatonina, principal producto de la glandula pineal, seria la
responsable de la sincronizacion de las oscilaciones circadianas en el sistema circadiano multioscilatorio de los
lagartos. Por ejemplo, Underwood y Harless (1985) demuestran que los ritmos circadianos de actividad de S.
occidentalis, con la glandula pineal intacta y en condiciones de luz constante, pueden encarrilarse a un periodo
de 24h mediante la inyeccion de melatonina en dias alternos a la misma hora. De igual modo, se observa que
lainyeccidn diaria de melatonina en lagartos pinealectomizados de la misma especie permite un encarrilamiento
de la actividad a un periodo de 24h (Hyde y Underwood, 1995). La administracién crénica de melatonina
mediante capsulas produce los mismos efectos en P. sicula (Foa, 1992).

En la literatura solo existen dos precedentes que han estudiado los efectos de cubrir el ojo parietal sobre la
actividad locomotora diaria. EI primero fue un estudio de Glaser (1958), que demostraba un aumento de la
actividad de Xantusia vigilis tras la oclusion del ojo parietal. EI segundo fue un estudio de Traeholt (1997), en
qué se estudid el efecto de la oclusion del ojo parietal en las especies Varanus salvator y Varanus bengalensis,
que presentan un claro patrén de actividad diurna. En la primera especie, la cantidad y duracién de la actividad
locomotora disminuyd respecto a la que presentaban con el ojo descubierto, ademas de presentar un patrén
anormal de actividad nocturna. Estos resultados serian similares a los obtenidos en nuestro estudio en la especie
Gallotia galloti, en qué la oclusién del ojo parietal provoca una disminucion de la actividad media en periodo
de luz-oscuridad, aunque esa disminucién desaparece tras entrar en curso libre y su posterior retorno a las
condiciones iniciales. En cambio, la oclusidn del ojo parietal en la segunda especie no afectd a su ritmo de
actividad locomotora, tal como hemos observado en el presente estudio a partir de que los animales entraran
en curso libre. Un procedimiento que se puede considerar equivalente, en gran medida, a la oclusion del ojo
parietal es la parietalectomia, es decir, la extirpacion quirdrgica solamente del ojo parietal. En las especies A.
carolinensis y P. sicula la parietalectomia no produce ningn cambio significativo en el ritmo circadiano de
actividad locomotora diaria (Underwood, 1983; Innoceti, 1993), de manera analoga a los resultados obtenidos
en este estudio. En cambio, en I. iguana, se observa un cambio en la t de la actividad locomotora circadiana.

En nuestro estudio, hemos observado que cubrir el ojo parietal no impide el encarrilamiento a ciclos de luz
oscuridad, lo que pone de manifiesto que, en Gallotia galloti, el encarrilamiento a los ciclos ambientales
también esta mediado por otras estructuras fotorreceptoras, como las retinas. Esto contrastaria con estudios
realizados en A. carolinensis, S. olivaceus, Sceloporous magister, S. occidentalis, Sceloporus clarkii, X. vigilis,
Hemidactylus turcicus, Coleonyx variegatus e I. iguana, en qué la extirpacién de los ojos laterales en estas
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especies no impide el encarrilamiento a ciclos de oscuridad ambiental, aunque en S. olivaceus se observa que,
tras su cegamiento, la intensidad de luz necesaria para su encarrilamiento incrementa, lo que pone de manifiesto
gue, al menos en esta especie, los ojos laterales juegan un papel en el encarrilamiento a los ciclos de luz-
oscuridad (Underwood y Menaker 1970, 1976; Underwood 1973, 1985; Foa, 1993). Sin embargo, la extirpacion
de la glandula pineal y el ojo parietal en S. olivaceus, S. magister y P. sicula con los ojos laterales extirpados
tampoco impedia el encarrilamiento a los ciclos externos de luz-oscuridad (Underwood, 1973; Foa 1993),
hecho que sugiere la presencia de otros tipos de fotoreceptores extraretinales que pertimeten el encarrilamiento
de los ritmos circadianos y que el ojo parietal y/o la glandula pineal no son imprescindibles para el
encarrilamiento de los ritmos de actividad locomotora (Underwood y Menaker, 1976). Estos fotorreceptores se
han podido localizar, en A. carolinensis e I. iguana, en la regidn basal de los ventriculos laterales mediante el
uso de anticuerpos anti-opsinas (Foster et al., 1994; Grace et al., 1996).

En nuestro estudio, partiamos de la hipétesis de que la fotorrecepcién mediada por el ojo parietal era necesaria
para el correcto funcionamiento de la glandula pineal debido a la conexidn nerviosa que existe entre ambas
estructuras, pero el hecho de que se mantuvieran los ritmos encarrilados tras la oclusion del ojo parietal muestra
lo contrario. Los estudios que tratan la interaccion de estas estructuras son escasos. Engbreston y Lent (1976),
mediante una preparacion aislada de ojo y glandula pineal, investigaron como las neuronas de la glandula
respondian a niveles variables de serotonina y norepinefrina y como esa informacion se comunicaba al ojo
parietal. Otro estudio demuestra como la actividad de la HIOMT en la glandula pineal esta influenciada por los
niveles de luz incidente tanto en el ojo parietal como en los ojos laterales, pero la respuesta mayoritaria estaba
mediada por los ojos laterales (Bethea y Walker, 1978).

Viendo que el ojo parietal no estd implicado en la regulacion de los ritmos circadianos de actividad locomotora,
es plausible suponer que juega un papel fisioldgico diferente. Se han realizado numerosos estudios en distintas
especies que muestran que la oclusion del ojo parietal y la pariealectomia afectan a la temperatura corporal y
al comportamiento termorregulador. Por ejemplo, se ha observado que la oclusion del ojo parietal en S.
occidentalis y en Crotaphytus collaris provoca un augmento de la temperatura basal corporal de los animales
(Stebbins y Eakin 1958; Sievert y Hutchinson, 1989), mientras que en Lacerta viridis produce una disminucion
de la temperatura basal (Rismiller, 1897). Ademas, en Phrysomona douglassi la oclusion del ojo parietal
provoca un aumento del punto de referencia termoregulatorio, es decir, la temperatura corporal a partir de la
cual se comienza el comportamiento termoregulatorio (Philips et al., 1980).
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6. Conclusiones

e Los lagartos de la especie Gallotia galloti, en condiciones de LO, presentan un ritmo encarrilado a
las condiciones luminicas experimentales.

e Al cambiarse las condiciones a LL, presentan un retraso de fase, que desaparece cuando se retoman
las condiciones iniciales.

e La oclusion del ojo parietal no altera la capacidad de encarrilamiento ni el retraso de fase de esta
especie, lo que sugiere que la glandula pineal presenta otras vias de recepcion de informacidn fética,
ademas del ojo parietal.

e El ritmo enddgeno () que presentan los lagartos es variable entre los distintos individuos, sin ser

significativamente diferentes entre las distintas condiciones experimentales.

e La implicacion del ojo parietal en los distintos parametros cronobiol6gicos es minima vy,
probablemente, esté implicado en otra funcion fisioldgica.
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