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RESUMEN

En la mayoria de los animales, el comportamiento y la fisiologia se expresan con
una ritmicidad diaria, generada internamente por un marcapasos circadiano. En mamiferos,
el sistema circadiano posee un oscilador central localizado en el ntcleo supraquiasmatico
(SCN). Tanto estimulos foticos como no foticos pueden afectar la fase, y, en menor grado,
el periodo, de esta ritmicidad. Diferentes estudios han reportado la aparicién de ritmos de
actividad locomotora anticipatoria (LAA) en diversas especies y ante diferentes Zeitgebers
foticos y no foticos. Debido a las caracteristicas de la LAA, se presume que su ritmicidad
pudiera estar mediada por marcapasos diferentes al SCN. Octodon degus es un roedor
caviomorfo y precocial que habita la zona central de Chile. En condiciones ecoldgicas
pueden presentar un cronotipo diurno u otro con actividad crepuscular, mientras que en
condiciones de laboratorio se ha reportado la aparicion de un cronotipo nocturno cuando los
animales tienen libre acceso a una rueda giratoria. En el presente estudio se pretendio
investigar el efecto de diferentes protocolos de acceso a la rueda giratoria sobre la
distribucion de actividad locomotora en Octodon degus, con especial énfasis en el cambio
de fase de la actividad locomotora y la presentacion de LAA. Los resultados muestran que
existe gran variabilidad en cuanto a la respuesta mostrada por los individuos estudiados.
Pese a esta variabilidad, fue posible observar lo siguiente: 1) Algunos individuos pasaron
de un cronotipo diurno a uno nocturno al tener acceso a la rueda giratoria, 2) Dar acceso
restringido a la rueda giratoria tiene la capacidad de gatillar la presentacion de LAA en
algunos animales, y 3) Dar acceso libre a la rueda giratoria durante las 24 horas del dia en

general provoca una disminucion de la ingesta de alimento por parte de los animales.



ABSTRACT

In most animals, behavior and physiology are expressed with a daily rhythm, which is
generated internally by a circadian pacemaker. In mammals, the circadian system has a
central oscillator located in the suprachiasmatic nucleus (SCN). Both photic and non-photic
stimuli can affect the phase, and, to a lesser degree, the period, of this rhythmicity. Various
studies have reported the appearance of rhythms of locomotor anticipatory activity (LAA)
in different species and in response to different photic and non-photic Zeitgebers. Due to
the characteristics of the LAA it is believed that its rhythmicity could be mediated by
pacemakers different from the SCN. Octodon degus is a caviomorphic and precocial rodent
that inhabits the central zone of Chile. Under ecological conditions they may present a
diurnal chronotype, under another express crepuscular activity, while under laboratory
conditions the appearance of a nocturnal chronotype has been reported when the animals
have free access to a running wheel. In the present study we investigated the effect of
different running wheel access protocols on the distribution of locomotor activity in
Octodon degus, with special emphasis on the phase change of locomotor activity and the
expression of LAA. The results show that there is great variability in the response
expressed by different individuals. Despite this variability, it was possible to observe that:
1) Some individuals changed from a diurnal to a nocturnal chronotype when they had free
access to the running wheel, 2) Giving restricted access to the running wheel caused the
expression of LAA in some animals, and 3) Free access to the running wheel during 24

hours a day in general causes a decrease in food intake.
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INTRODUCCION

En la mayoria de los animales, el comportamiento y la fisiologia se organizan en
patrones diarios, lo cual representa una adaptacion a los cambios de luz y temperatura que
ocurren normalmente en el medio ambiente (Blanchong et al, 1999). Estos cambios
sistematicos y predecibles en el medio ambiente crean nichos ecoldgicos temporales, y la
capacidad de anticipar estos cambios es importante para la supervivencia de los animales
(Aschoff et al., 1982). Estos ritmos son generados internamente por un marcapasos
circadiano (del latin circa, “cercano a”, “alrededor de”, y dies, “dia”).

En mamiferos, el sistema circadiano posee un oscilador central localizado en el
nucleo supraquiasmatico (SCN, suprachiasmatic nucleus), un grupo de neuronas del
hipotalamo anterior dorsal al quiasma Optico (Dibner et al, 2010). Diversos estudios han
mostrado que lesiones en el SCN llevan a la pérdida de ritmos circadianos tanto en aspectos
conductuales tales como ingesta de agua (Stephan y Zucker, 1972), actividad locomotora
(Ralph et al., 1990; Stephan y Zucker, 1972) y pérdida del patron de suefio y vigilia (Baker
et al, 2005), asi como en mecanismos fisioldgicos tales como la liberacion de
corticosterona (Moore y Eichler, 1972). De la misma manera, se ha demostrado que el
implante de SCN restaura la ritmicidad de la actividad locomotora, ya sea en animales que
la han perdido a causa de lesiones en el SCN (Ralph et al., 1990) como en aquellos
genéticamente arritmicos (Sujino et al., 2003). Otros estudios revelan que neuronas de
SCN, al ser cultivadas in vitro, expresan un patron circadiano de disparo espontdneo (Morin
y Allen, 2006). Asi como lesiones en el SCN llevan a la pérdida de ritmos circadianos,

también es posible inducir una supresion de los ritmos circadianos, ya sea en pardmetros
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fisiologicos como la temperatura corporal (Eastman y Rechtschaffen 1983) o en parametros
conductuales como la actividad locomotora (Deprés-Brummer et al., 1995), sometiendo a
los animales bajo condiciones de luz constante e intensa durante las 24 horas del dia.

Si bien las propiedades intrinsecas del marcapasos circadiano son necesarias y
suficientes para generar una ritmicidad circadiana en mamiferos (Kas y Edgar, 1999), tanto
estimulos foticos como no féticos pueden afectar la fase, y, en menor grado, el periodo, de
esta ritmicidad. La sincronizacion del ritmo circadiano a un estimulo diario se denomina
“encarrilamiento” (Pittendrigh, 1981; Takahashi ez al., 2001). Estimulos efectivos incluyen
el ciclo diario de luz y el de temperatura. Ademas, cambios diarios de humedad,
disponibilidad de alimento e incluso pistas sociales que oscilan en un periodo de 24 horas
pueden sincronizar su actividad. Todas estas sefiales ambientales que tienen la capacidad de
sincronizar o encarrilar el funcionamiento del marcapasos circadiano interno se denominan
Zeitgebers (“dador de tiempo” en aleman), siendo el ciclo diario luz/oscuridad de 24 horas
el mas efectivo (Jud et al., 2005). Por otro lado existen condiciones bajo las cuales algunos
ritmos diarios se observan en fase con un determinado estimulo diario, mientras que el SCN
continla dentro de su fase de actividad intrinseca. Este fendmeno se denomina
enmascaramiento y permite la rapida adaptacion de ritmos bioldgicos a eventos esporadicos
o impredecibles (Vivanco et al., 2009), ya que al actuar rio abajo del marcapasos circadiano
no requiere de un cambio de fase a nivel del SCN (Jud et al., 2005).

Finalmente, diferentes estudios han reportado la aparicion de ritmos de actividad
locomotora anticipatoria (LAA, Locomotor Anticipatory Activity) en diversas especies y
ante diferentes estimulos foticos y no foticos. Se le denomina “anticipatoria” ya que se

produce previo a la exposicion del animal al estimulo en cuestion (Verwey ef al., 2013). Se
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ha informado la aparicion de este tipo de ritmos cuando el estimulo tiene directa relacion
con el estado metabolico del animal. Asi, se ha registrado LAA en ratas, ratones o hamsters
al ser sometidos a protocolos experimentales que limitan la ingesta de calorias a una hora
especifica del dia (Landry et al., 2012), al someterlos a acceso restringido al agua
(Mistlberger, 1992), sal (Rosenwasser et al., 1988) y alimentos de alto contenido calorico
(Angeles-Castellanos et al., 2008; Mistlberger y Rusak, 1987). De igual manera, se ha
reportado LAA ante estimulos que no afectan directamente el estado metabolico del animal,
pero que tienen la facultad de estimular el sistema de recompensa, sean drogas psico-
estimulantes de abuso (Jansen et al., 2012; Kosobud et al., 1998) o apareamiento (Landry et
al., 2012) en horarios diarios establecidos. De manera interesante, lesiones en el SCN no
afectan la manifestacion de este tipo de LAA (Boulos et al., 1980; Stephan y Zucker,
1972), lo cual sugiere que otras regiones del cerebro y/u organos y tejidos periféricos
poseen una capacidad intrinseca para generar ritmos circadianos. En particular, estas
observaciones sugieren que los ritmos de LAA podrian ser generados por estimulos que
activan los circuitos neuronales de recompensa, y que los marcapasos circadianos que
controlan los ritmos de LAA podrian estar ubicados en los circuitos neuronales que median
la recompensa o bien podrian ser encarrilados por mecanismos neuronales de recompensa.
Octodon degus es un roedor de mediano tamafio, caviomorfo, precocial pero de
desarrollo lento que habita la zona central de Chile (Fulk, 1976). Caracteristicas como la
facilidad de su crianza en laboratorio, lento desarrollo, longevidad y habitos diurnos han
hecho de Octodon degus un atractivo modelo para la cronobiologia (Lee, 2004). Se ha
descrito que, en condiciones ecoldgicas, pueden presentar un cronotipo diurno u otro con

actividad crepuscular, dependiendo de la duracién de la fotofase, la temperatura del
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ambiente y la disponibilidad de alimento (Fulk, 1976; Meunier y Fishcer, 1985). Pese a lo
anterior, en condiciones de laboratorio, se ha reportado la aparicion de un cronotipo
nocturno cuando los animales son sometidos a diferentes condiciones experimentales, tales
como disponibilidad de alimento sélo durante la escotofase (Vivanco et al., 2010), altas
temperaturas durante la fotofase (Vivanco et al., 2010) o libre acceso a una rueda giratoria
(Aspé, 2011; Kas y Edgar, 1999; Ocampo-Garcés et al., 2005; Vivanco et al., 2007).

Se ha reportado que en condiciones de laboratorio, el acceso a la rueda giratoria es
capaz de gatillar un cambio de fase en la actividad locomotora en el ratoén rayado del Nilo,
Arvicanthis niloticus. Asi, individuos que presentan cronotipo diurno modifican su patron
diario de actividad volviéndose nocturnos (Blanchong et al., 1999; Katona y Smale, 1997).
Este efecto también ha sido observado en Octodon degus (Aspé, 2011; Kas y Edgar, 1999),
y es acompaifiado por un aumento notable en la actividad locomotora, cubriendo distancias
de hasta 9 kilémetros por noche (Aspé, 2011). Debido al profundo efecto que tiene el
acceso a la rueda giratoria sobre la distribucion y sobre todo sobre la intensidad de la
actividad locomotora, es razonable proponer que areas del cerebro relacionadas con la
recompensa se encuentren involucradas en este notable cambio de fase y nivel de actividad
(Castillo-Ruiz et al., 2010).

Dados estos antecedentes, parece interesante realizar un estudio preliminar para
evaluar si la exposicion de individuos Octodon degus a la rueda giratoria seria capaz de
inducir LAA cuando esta solo se encuentra disponible en una ventana temporal restringida,
por ejemplo, las dos primeras horas de la escotofase. De acuerdo a la evidencia encontrada
en la literatura, proponemos que el acceso restringido a rueda giratoria seria capaz de

inducir LAA en individuos Octodon degus.
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HIPOTESIS

Individuos de Octodon degus presentan actividad locomotora anticipatoria ante la
rueda giratoria cuando la disponibilidad a esta se restringe a un determinado periodo de

tiempo.

OBJETIVOS

1. Objetivo General
Estudiar el efecto de diferentes protocolos de acceso a rueda giratoria sobre la

distribucién de la actividad locomotora en Octodon degus.

2. Objetivos Especificos

2.1  Caracterizar el cronotipo de individuos de Octodon degus de acuerdo a la
distribucion de su actividad locomotora sin acceso a una rueda giratoria.

2.2 Evaluar el efecto del uso de rueda giratoria sobre el cronotipo de individuos de
Octodon degus de acuerdo a la distribucion de su actividad locomotora.

2.3 Investigar los efectos de la disponibilidad restringida a la rueda giratoria sobre la

distribucion de la actividad locomotora en individuos Octodon degus.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales

Para la realizacion de este estudio se utilizaron 7 individuos Octodon degus, 5
machos y 2 hembras, de 2 a 3 afios de edad: 3 individuos machos de 3 afios de edad (degus
9z, 77, 57); 2 individuos machos de 2 afios de edad (degus 89, y 71g2); y 2 individuos
hembras de 2,5 afios de edad (degus 5502 y 2802), pertenecientes a la colonia que es
mantenida en el Bioterio de la Universidad de Valparaiso. Estos animales fueron
mantenidos de forma individual en jaulas de 40 x 40 x 50 cm, todas equipadas con ruedas
giratorias, las cuales contaban con un dispositivo que permitid trabarlas y destrabarlas de
forma remota. De esta manera fue posible generar las condiciones experimentales con
acceso (R[+]), con acceso restringido (rR[+]) y sin acceso (R[-]) a rueda giratoria,
respectivamente. Cada una de las jaulas fue dispuesta dentro de una caja que contaba con
aislamiento tanto acustico como luminico, evitando asi la influencia de estos estimulos
sobre los animales a estudiar. Las jaulas fueron mantenidas en una sala especialmente
acondicionada en el Bioterio Central de la Universidad de Valparaiso. La sala estaba
equipada con aire acondicionado, y cada caja incluia un sistema de ventilacion forzado que
extraia el aire de la caja sin permitir la entrada de luz. La temperatura de la sala de
cronobiologia y dentro de cada una de las cajas de aislamiento se monitore6 mediante el
uso de un iButton (® Maxim Integrated Products). Durante nuestros experimentos, la
temperatura se mantuvo entre 18 y 23°C. Cada caja estaba equipada con un sistema
independiente de iluminacion que consistia de un tubo fluorescentes Philips de

14W/T5/Blanco frio, el cual producia una iluminacién de 380+25 lux, y cuyo encendido y
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apagado fue programado mediante el uso de un temporizador digital externo. Tanto el agua
como la comida fueron suministradas ad [libitum y sin restriccion horaria. En el caso del
alimento cada individuo fue provisto con 84 gr de alimento para un periodo de 7 dias. El
alimento utilizado corresponde a una dieta PROLAB® RMH 3000, producida por la
empresa LabDiet. Respecto al agua esta se dispuso en 2 bebederos de 250 mL cada uno; el
recambio de estas y la limpieza de jaulas (realizado cada 7 dias) se efectué en horarios
aleatorios para evitar que la manipulacion tuviese un efecto de encarrilamiento.

Teniendo en cuenta que se trata de un estudio preliminar y de tipo conductual en
una especie, el cual no pretende entregar valores estadisticos representativos de una
poblacidn, sino caracterizar el comportamiento de individuos O. degus, el N° de animales
se determind considerando por una parte la disponibilidad de animales y por otra las
capacidades fisicas de la sala de cronobiologia, la cual cuenta con 7 sistemas para realizar

experimentos de cronobiologia con roedores.

2. Protocolos
En los diferentes ensayos realizados se monitored la actividad locomotora de
Octodon degus bajo diferentes condiciones, tanto de luz como de disponibilidad de rueda

giratoria. Los protocolos empleados fueron los siguientes:

2.1 Protocolo A: Efecto sobre la distribucion de la actividad luego de restringir el acceso a
la rueda giratoria durante 2hrs en la mitad de la noche.
(a) Primera semana LD 12:12 R[+]: Durante estos primeros 7 dias los animales tuvieron

acceso a la rueda giratoria durante las 24 hrs del dia.
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(b) Segunda y tercera semana LD 12:12 rR[+]: Durante estos 14 dias los animales tuvieron
acceso restringido a la rueda giratoria, la cual se activd Unicamente durante 2 hrs en la

mitad de la noche.

2.2 Protocolos B, C y D: Efecto sobre la distribucion de la actividad luego de restringir el

acceso a la rueda giratoria a determinadas horas del dia.

(a) Primera semana LD 12:12 R[-]: Durante estos primeros 7 dias los animales no tuvieron
acceso a la rueda giratoria en ningin momento.

(b) Segunda semana LD 12:12 R[+]: Durante estos 7 dias los animales tuvieron acceso a la
rueda giratoria durante las 24 hrs del dia.

(c) Tercera semana LD 12:12 rR[+]: Durante estos 7 dias los animales tuvieron acceso
restringido a la rueda giratoria, la cual se activo unicamente: durante 2 hrs previas a la
llegada de la noche (B), durante 2 hrs a la mitad del dia (C), y durante 1 hr a la mitad del

dia (D).

2.3 Protocolo E: Efecto de fotoperiodo de 24 hrs de luz (LL) y acceso restringido a la

rueda giratoria durante 2 hrs al dia sobre la distribucion de la actividad.

(a) Primeras 5 semanas: LL 12:12 R[-] (sin acceso a la rueda giratoria).

(b) Sexta y Séptima semanas LL 12:12 R[+] (acceso libre a la rueda giratoria durante las 24
hrs del dia).

(c) Octava semana LL 12:12 rR[+]: acceso restringido a la rueda giratoria durante 2 hrs.
Estas 2 hrs se establecieron entre las 12:00 hrs y 14:00 hrs, lo que correspondié a la

mitad del dia mientras los animales se encontraban bajo condiciéon LD 12:12.
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Los protocolos LL 12:12 son utilizados de forma rutinaria en estudios de cronobiologia
en los cuales se pretende inducir aritmicidad en diversos patrones conductuales (Deprés-
Brummer et al., 1995), como por ejemplo actividad locomotora, o en patrones fisiologicos
como la temperatura corporal (Eastman & Rechtschaffen, 1983). El objetivo de incorporar
este tipo de protocolo fue separar y diferenciar los patrones de actividad locomotora
controlados por el SCN de aquellos generados por estimulos diferentes a patrén de luz y
oscuridad que pudieran generarse en marcapasos diferentes al SCN.

Cuando los animales estuvieron bajo la condicion LD 12:12, el encendido y

apagado de las luces se programo para las 07:00 hrs y las 19:00 hrs respectivamente.

3. Adquisicion de datos y registro

Para registrar la actividad locomotora de los degus, las jaulas fueron equipadas de
un sensor de aceleracion para medir la actividad en condicion R[-] (sin acceso a rueda
giratoria) y de un contador magnético de vueltas de rueda para medir la actividad
locomotora en condicién R[+] (con acceso a rueda giratoria). Asi, se pudo registrar en todo
momento la aceleracion dada por la actividad ambulatoria de los degus y ademas las
revoluciones de la rueda giratoria cuando esta se encontraba disponible. Cuando el
protocolo era R[-], el sistema de adquisiciéon de sefales registrd6 unidades arbitrarias de
aceleracion censadas a partir de la vibracion de la jaula, esto mediante un algoritmo de
integracion por minuto del vector aceleracion en la banda 1,2 Hz — 8,5 Hz (Pi Tecnologias
S.A., Santiago de Chile). Cuando el protocolo era R[+], cada vuelta de la rueda giratoria
cerrd un circuito entre un iman situado en la rueda y otro en el techo de la jaula, y este

evento fue registrado y almacenado por el sistema disefiado por Pi Tecnologias S.A.,
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Santiago de Chile. Todos los registros se realizaron con una frecuencia de muestreo de 1
min. Los datos se almacenaron en un disco duro externo al cual se podia acceder

directamente o remotamente via una IP.

4. Analisis de datos
Con los registros de la actividad locomotora obtenidos en los diversos protocolos

aplicados se determinaron los siguientes parametros:

4.1 Nivel de actividad: Bajo la condicion R[-] el nivel de actividad fue dado
exclusivamente por la vibracion registrada por el sensor de vibracion. Bajo la condicion
R[+], el nivel de actividad promedio fue medido como el nimero de metros recorridos por
el animal (calculados como el nimero de vueltas de la rueda giratoria multiplicado por el
diametro de esta en centimetros y dividido por 100). Ademas, cuando los degus estaban en
condicion R[+] y haciendo uso de la rueda giratoria, no so6lo se registrd las vueltas de la
rueda giratoria sino que también la vibracion de la jaula, esto debido a que los sensores de
vibracion de las jaulas se encontraban activos en todo momento. Lo anterior permitié contar
con registros en los cuales se integro tanto la actividad ambulatoria como la actividad en la

rueda giratoria.

4.2 Indice de diurnalidad (ID): Se obtuvo calculando la diferencia entre la actividad
registrada en la fotofase y la actividad registrada en la escotofase, dividida por la actividad

total:

ID= Af—Ae
Af + de

20



Donde Af corresponde a la actividad en la fotofase y Ae corresponde a la actividad en la
escotofase. IDs superiores a 0,2 e inferiores a -0,6 se usaron como criterio para clasificar a

los animales como diurnos o nocturnos, respectivamente (P Vivanco et al., 2009).

4.3 Actividad locomotora anticipatoria (LAA): Para determinar la LAA se calculo la
actividad promedio que ocurrid en el intervalo de 2 hrs antes de la hora programada de
acceso a la rueda giratoria en bloques de 7 dias, en cada una de las diversas condiciones
experimentales del estudio. También se calcul6 la razén entre esta actividad promedio y la
actividad promedio que se produjo a la misma hora durante los dias en que no tuvieron
acceso a la rueda giratoria. Debido a que la actividad en la rueda es muy intensa, los
registros obtenidos son de gran amplitud, lo cual tiende a opacar los registros que se
obtienen de la vibracion producto del movimiento del animal fuera de la rueda. A fin de
poder evaluar de manera correcta la expresion de LAA, a la hora de hacer los actogramas se
procedi6 a sustraer de los datos los registros producto de vibracion de la jaula cuando los
individuos hicieron uso de la rueda giratoria. Asi se obtuvo solo el registro de la vibracion
producto del movimiento del animal fuera de la rueda a pesar de que los animales tuvieran

acceso a la rueda. A estos actogramas se le denomino “Actogramas (SR)”.
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4.4 Ingesta de alimento: A fin de conocer el efecto de los diferentes protocolos de acceso
a la rueda giratoria sobre la ingesta de alimento se compard la cantidad de alimento
sobrante (en g) al finalizar una semana bajo los distintos protocolos utilizados versus la

cantidad de alimento proporcionado al iniciar la semana.
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RESULTADOS

1. Individuos Octodon degus expresan una diversidad de cronotipos en presencia o en
ausencia de rueda giratoria y bajo distintos fotoperiodos.

Los resultados obtenidos muestran que existe una amplia variedad de cronotipos
bajo las diferentes condiciones experimentales utilizadas. Esta variedad se presenta incluso
cuando los mismos individuos son sometidos a diferentes condiciones experimentales.

Cuando se sometio por primera vez a los degus a una condicion sin acceso a la
rueda giratoria, es decir LD 12:12 R[-], la cual se presentd la primera semana del protocolo
B, solo el degu 9z mostrd una preferencia marcada por la fotofase (Figura 1A), con un 61%
de la actividad en la fotofase (Tabla 1) y un ID de 0,21 (Tabla 2), siendo por ello
clasificado como diurno en esta condicion. Algo similar pero no tan marcado se observé en
el degu 57 el cual presentd un ID de 0,08 (Tabla 2) considerandose también como diurno
(Figura 1B). De los individuos restantes, tanto el degu 7z como el degu 280, mostraron
preferencia por la escotofase (Figura 2; A y B), con IDs = -0,14 y -0,11 respectivamente
(Tabla 2). Mientras que los degus 89, 71 v 5502 (Figura 3; A, B y C) presentaron IDs
cercanos a 0 (Tabla 2) no siendo posible asignarles un cronotipo diurno o nocturno. Una
situacion similar se observo cuando se sometid a los individuos a la condicion LD 12:12
R[-] la primera semana del protocolo C (Tabla 3) y D (Tabla 4).

Bajo la condiciéon LD 12:12 R[+] programada en la primera semana del protocolo
A, 5 de los mismos 7 individuos mostraron una marcada preferencia por la fase nocturna
del ciclo. Asi los degus 9z, 77, 5z, 89k y 2802 (Figura 4; A, B, C, D y E, respectivamente)

mostraron sobre un 60% de su actividad locomotora en la escotofase (Tabla 5) con IDs de
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-0,65; -0,52; -0,40; -0,47 y -0,23 respectivamente como promedio para el periodo de 7 dias
(Tabla 6), clasificandolos por ello como cronotipos nocturnos bajo esa condicion. Un
ejemplo claro de esto es el degu 97 (Figura 4A) el cual presentd un 84% de su actividad en
la escotofase con un ID de -0,65 como promedio en 7 dias. Por otro lado, los degus 71, y
5502 (Figura 5; A y B respectivamente) mostraron un nivel de actividad similar durante la
fotofase y la escotofase bajo la condicion LD 12:12 R[+], presentando ambos IDs cercanos
a 0 como promedio para el periodo de 7 dias (Tabla 6), por lo que no es posible atribuirles
un cronotipo diurno o nocturno basado en diferencias entre los niveles de actividad
expresados en las horas de luces encendidas versus aquellos observados durante las horas
de luces apagadas.

Si bien estos cronotipos se mantuvieron relativamente estables en los siguientes
protocolos en donde los individuos se sometieron a la condicion LD 12:12 R[+], algunos
individuos mostraron un cambio de cronotipo. Un ejemplo de ello es el degu 71, (Figura
3B) que en condicion LD 12:12 R[+] del protocolo A no mostrd una preferencia marcada
por la fotofase ni por la escotofase (ID 0,03), pero que bajo la condicion LD 12:12 R[+] del
protocolo B mostrd sobre el 60% de su actividad en la escotofase (Tabla 1) con un ID de
-0,24 (Tabla 2), siendo por ello clasificado como nocturno bajo esta condicion. Otro
individuo que mostr6 un cambio de cronotipo fue el degu 5, el cual bajo la condiciéon LD
12:12 R[+] del protocolo A, mostrd un cronotipo marcadamente nocturno (Figura 4C) con
un ID de -0,4 (Tabla 6), pero que bajo la misma condicion en el protocolo D presentd un
67% (Tabla 7) de su actividad en la fotofase con un ID de 0,35 (Tabla 4), siendo por ello

clasificado como cronotipo diurno bajo esta condicion (Figura 6A).
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Al pasar a la condicidon de acceso restringido a la rueda giratoria, es decir LD 12:12
rR[+], también se obtuvieron resultados variables dependiendo del individuo y del
momento del ciclo en el cual se habilito el acceso a la rueda giratoria. En el protocolo A, en
donde los animales tuvieron acceso a la rueda giratoria durante 2 hrs a la mitad de la noche,
todos los animales en estudio mostraron una marcada preferencia por la fase nocturna del
ciclo, desarrollando sobre el 60% de su actividad locomotora durante la escotofase (Tabla
5) con IDs entre -0,1 y -0,57 (Tabla 6; Figuras 4 y 5).

Cuando la condicion LD 12:12 rR[+] fue tal que el acceso a la rueda giratoria se
permitio por dos horas antes del comienzo de la noche (protocolo B), en algunos individuos
se observo un leve desplazamiento de su actividad locomotora para la fase diurna del ciclo.
Asi, encontramos individuos como el degu 57 que bajo la condicion LD 12:12 R[-] presento
un cronotipo mas bien diurno con un ID de 0,08, (53% de su actividad en fotofase; Tabla 1)
el que posteriormente al estar bajo la condicion LD 12:12 R[+] pas6 a expresar un
cronotipo clasificable como nocturno con un ID de -0,10 (54% de su actividad en
escotofase; Tabla 1) pero que al ser sometido a la condicion LD 12:12 rR[+] volvid a
moverse al nicho diurno con un ID de 0,22 (Tabla 2; Figura 1B). Otro caso con un cambio
mas notable aun fue el degu 97 que al no tener acceso a la rueda giratoria presentd un
cronotipo diurno con un ID de 0,21, el que posteriormente al estar bajo la condiciéon LD
12:12 R[+] paso a expresar un cronotipo nocturno con un ID de -0,28 pero que al ser luego
sometido a la condicion LD 12:12 rR[+] volvié a moverse al nicho diurno con un ID de
0,14 (Tabla 2; Figura 1A). Sin embargo, este cambio no se observo en todos los individuos.
Por ejemplo, el degu 550> no mostré mayor cambio bajo ninguna de las condiciones

experimentales del protocolo B presentando IDs cercanos a 0 bajo LD 12:12 R[-] y LD

25



12:12 R[+], desplazando solo levemente su actividad a la fotofase bajo LD 12:12 rR[+] con
un ID de 0,08 (Tabla 2; Figura 3C).

Permitir el acceso a la rueda giratoria durante 2 horas en la mitad del dia (protocolo
C) produjo 2 situaciones destacables. Por un lado la del degu 9z el cual bajo la condicion
LD 12:12 R[-] present6 un ID de 0,19, calificindolo como diurno con un 62% de su
actividad en fotofase (Tabla §), en tanto que al pasar a la condicion LD 12:12 R[+] mostro
un comportamiento nocturno con un ID de -0,3, el que posteriormente volvio a ser diurno
bajo la condicion LD 12:12 rR[+] con un ID de 0,16 (Tabla 3; Figura 7A). Asi, al no tener
acceso a la rueda giratoria o tenerla con acceso restringido a la mitad del dia, este animal
desarrolld su actividad preferentemente durante la fotofase, pero cuando tuvo acceso libre a
la rueda giratoria durante todo el dia cambi6d su cronotipo, concentrando su actividad
principalmente en la escotofase. Este comportamiento es similar a lo visto en el mismo
individuo durante el protocolo B (Tabla 2; Tabla 7; Figura 1A). En el caso del degu 7z,
durante el protocolo C, este individuo tuvo un comportamiento bastante similar al
observado en el protocolo B (Figura 2A), mostrando un cronotipo consistentemente
nocturno bajo las 3 condiciones del protocolo C, con IDs de -0,25; -0,30 y -0,30 para las
condiciones LD 12:12 R[-], LD 12:12 R[+] y LD 12:12 rR[+] respectivamente (Tabla 3;
Figura 7B).

Dentro de los protocolos utilizados se expuso a los degus a la condicion de luz
constante las 24 horas del dia lo cual, si la intensidad es suficientemente alta, causa la
degradacion paulatina de la ritmicidad, lograndose eventualmente un fenotipo arritmico
(Deprés-Brummer et al., 1995). Sin embargo, nuestros resultados muestran que a pesar de

haber estado durante 5 semanas en condicion de luz constante y sin acceso a la rueda
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giratoria, ninguno de los degus desarrolld un fenotipo que pudiera considerarse arritmico.
Ello se debe seguramente a que la intensidad de la luz no fue suficiente para causar
arritmicidad. A pesar de esto, los resultados obtenidos bajo estas condiciones fueron
interesantes. Asi, bajo la condiciéon en que los individuos no tuvieron acceso a la rueda
giratoria (LL 12:12 R[-]), los degus 97, 57 y 5502 (Figura 8; A, B y C, respectivamente)
mostraron un cronotipo que se podria clasificar como diurno (con respecto a la fase de la
luz antes de ingresar al protocolo LL) con IDs semanales entre 0,08 y 0,21(Tabla 9). Esta
situacion se mantuvo durante las 5 semanas que los individuos estuvieron bajo esta
condicion. Otro individuo, el degu 89, mostrd un comportamiento levemente diferente y a
pesar de desarrollar su actividad principalmente durante el dia fue disminuyendo su indice
de diurnalidad semana a semana comenzando con un ID de 0,2 y finalizando la quinta
semana con un ID de 0,01 (Tabla 9), situacion que se revierte al darle acceso a la rueda, en
donde vuelve a concentrar la mayor parte de su actividad en (lo que fue) el dia (Figura 8D).
Un comportamiento opuesto mostraron los degus 7,y 280, ya que comenzaron el ensayo
con un comportamiento mas bien “nocturno”, desarrollando la mayor parte de su actividad
en (lo que fue) la noche, pero a medida que avanzaron los dias su actividad locomotora
comenzo6 a distribuirse uniformemente entre los periodos que fueron dia y noche antes del
inicio del protocolo LL (Figura 9 A y B; IDs de -0,02 y -0,06 respectivamente) terminando
el periodo LL 12:12 R[-] con un ID de 0,01 en ambos casos (Tabla 9).

De manera similar a lo que se obtuvo bajo la condicion LL 12:12 R[-], en donde
todos los individuos terminaron trasladando su actividad a (lo que fue) el dia, a pesar de
que algunos comenzaron con un cronotipo “nocturno” desarrollando la mayor parte de su

actividad en (lo que fue) la noche, al dar acceso a la rueda giratoria, ya sea durante las 24
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hrs del dia (2 semanas) o restringida a 2 hrs a la mitad del dia (1 semana), todos los
individuos terminaron trasladando su actividad a la fase diurna del ciclo (degu 921D = 0,23;
degu 7z ID = 0,19; degu 5z ID = 0,38; degu 89, ID = 0,35; degu 550, ID = 0,39 y degu
2802 ID =0,11). Ver figuras 8 y 9.

Como se describe en la seccion “Materiales y Métodos™, la temperatura tanto de la
sala de cronobiologia como de cada una de las cajas de aislamiento se monitoreé mediante
el uso de iButton (® Maxim Integrated Products). La sala fue provista con 4 puntos de
medicion de temperatura, en tanto que cada una de las 7 cajas de aislamiento cont6 con un
dispositivo de medicion de temperatura, resultando en un total de 11 puntos diferentes de
registro de temperatura. Los resultados de estas mediciones indican que las temperaturas
registradas estuvieron entre los 18°C y 23°C, siendo el rango en la sala entre 18°C y 21,5°C
y al interior de las cajas ente 20°C y 23°C, existiendo de forma constante una diferencia de
+ 2°C entre la temperatura de la sala y la temperatura al interior de las cajas,

Durante el desarrollo del protocolo A la temperatura al interior de la sala fluctud
entre los 18°C y los 20,5°C en tanto que al interior de las cajas de aislamiento la
temperatura registrada estuvo entre los 19,5°C y 22°C, registrandose una diferencia de
+ 0,6°C entre cajas. Para el protocolo B la temperatura registrada al interior de la sala
fluctud entre los 19°C y los 21°C en tanto que al interior de las cajas de aislamiento la
temperatura registrada estuvo entre los 21°C y 22,5°C, con una diferencia de + 0,4°C entre
cajas. Cuando los degus fueron sometidos al protocolo C la temperatura de la sala se
registro entre los 18,5°C y los 21°C mientras que en las cajas de aislamiento se registraron
temperaturas entre los 21,5°C y 23°C, con una diferencia entre cajas de + 0,6°C. Las

temperaturas registradas durante el protocolo D al interior de la sala estuvieron entre 20°C y
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21,5°C y dentro de las cajas de aislamiento esta fluctué entre 21,5°C y 22,5°C con una
diferencia de + 0,5°C entre cajas. Durante el desarrollo del protocolo E la temperatura al
interior de la sala fluctud entre los 19,5°C y los 21,5°C en tanto que al interior de las cajas
de aislamiento la temperatura registrada estuvo entre los 22°C y 23°C, registrindose una
diferencia de + 0,5°C entre cajas.

Dado que en todos los protocolos la diferencia de temperatura entre las cajas de
aislamiento no superd los 0,6°C podemos inferir que la variabilidad de respuestas

observadas en los animales no se deberia a esta variable.

2. Restringir el acceso a la rueda giratoria a un horario determinado indujo actividad
locomotora anticipatoria (LAA) solo en algunos individuos Octodon degus.

Los registros obtenidos cuando los individuos estuvieron bajo una condicion en
donde el acceso a la rueda giratoria fue restringido a un determinado periodo de tiempo
variaron segun el horario de acceso utilizado.

Asi, por ejemplo, al restringir el acceso a la rueda giratoria a dos horas en la mitad
de la noche (entre las 24:00 y las 02:00 hrs), lo que se program¢ a partir de la segunda
semana del protocolo A, 2 de los 7 individuos mostraron un comportamiento que se podria
clasificar como LAA. Un caso es el degu 7z, en el cual se pudo observar a partir del
segundo dia bajo la condicion LD 12:12 rR[+] (noveno dia del protocolo A) un aumento en
su actividad locomotora aproximadamente 1 hora previo al acceso a la rueda giratoria, lo
cual se mantuvo por aproximadamente 2 hrs posterior al bloqueo de la rueda giratoria. Este
efecto se observd de manera consistente hasta el dia 14 luego de lo cual se presentd una

disminucion paulatina de la actividad ambulatoria general del degu (Figura 10A). Algo
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similar se observd en el degu 89y, en donde a partir del dia 9 existi6 un aumento de la
actividad locomotora previo a la activacion de la rueda giratoria (Figura 10B). Algo
particularmente interesante se observo en el degu 9,. Este animal cortd los cables que
alimentaban el sistema que permitia destrabar la rueda giratoria, por lo cual a partir del dia
16 paso a estar sin rueda giratoria las 24 horas del dia. Bajo estas condiciones mostrd un
aumento considerable de su actividad locomotora coincidente con el horario en el cual
debia tener acceso a la rueda giratoria durante los restantes 7 dias (Figura 10C). Si bien este
experimento no fue programado, representa un claro ejemplo que demuestra que esta
especie es capaz de mostrar una notable LAA que persiste durante varios dias, aun cuando
no se observa en la mayoria de los individuos. En los otros 4 degus no se observd ningun
efecto sobre su actividad locomotora atribuible al hecho de tener acceso restringido a la
rueda giratoria.

En los siguientes protocolos en los cuales el acceso a la rueda giratoria estuvo
restringido a dos horas previo a la llegada de la noche (protocolo B), dos horas a la mitad
del dia (protocolo C y E) o una hora a la mitad del dia (protocolo D), no se observo ningin
efecto que pueda relacionarse con la presentacion de LAA.

Es interesante sefialar que, al dar acceso restringido a la rueda giratoria durante la
fotofase, la distribucion de la actividad de los degus se mantuvo igual respecto a la que se
observo cuando no tuvieron acceso a la rueda giratoria, es decir aquellos degus que al estar
bajo la condiciéon LD 12:12 R[-] presentaron un cronotipo diurno lo mantuvieron bajo la
condicion LD 12:12 rR[+]. Ejemplo de ello es el degu 9,, el cual durante el protocolo B
bajo la condicién LD 12:12 R[-] present6 un cronotipo diurno con un ID de 0,21, y que

bajo condicion LD 12:12 R[+] mostrd un cambio de fase pasando a un cronotipo nocturno
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con un ID de -0,28, al estar en condicion LD 12:12 rR[+] durante el dia mostré6 nuevamente
un cronotipo diurno con un ID de 0,14 (Figura 1A; Tabla 2). Algo similar se observo en
aquellos individuos que comenzaron con un cronotipo nocturno bajo la condicion LD 12:12
R[-], y que al pasar a la condicion LD 12:12 rR[+] con acceso a la rueda giratoria durante el
dia mantuvieron su cronotipo nocturno. Esto se puede observar en el degu 28¢,, el cual
durante el protocolo B presentd un cronotipo consistentemente nocturno durante las 3
semanas con IDs de -0,11; -0,26 y -0,19 para las condiciones LD 12:12 R[-], LD 12:12
R[+] y LD 12:12 rR[+] respectivamente (Figura 2B; Tabla 2). Es decir, dar acceso
restringido a la rueda giratoria durante la fotofase no tendria la capacidad de inducir un
cambio de fase en aquellos individuos que presentan un cronotipo nocturno bajo la
condicion LD 12:12 R[-]. Este resultado se obtuvo de manera consistente con todos los
protocolos empleados, donde se observd que los individuos que presentaron cronotipo
nocturno bajo la condicion LD 12:12 R[-], al pasar a la condicion LD 12:12 rR[+] con
acceso a la rueda giratoria durante el dia mantuvieron su cronotipo nocturno (Tablas 2, 3 y

4).

3. Restringir el acceso a la rueda giratoria afecta el tiempo de utilizacion de la misma y
los kilometros recorridos.

Nuestros resultados muestran que bajo la condicion rR[+], en la cual el acceso a la
rueda giratoria es durante solo 2 hrs (periodo que representa solo 8.3% del dia), el tiempo
en que el animal usa la rueda giratoria y la distancia recorrida fueron proporcionalmente
mucho mayores que cuando tuvieron libre acceso a la rueda giratoria durante las 24 hrs

(condicion R[+]).
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Este efecto se observd en mayor o menor grado en casi todos los individuos
independiente del protocolo al cual fueron sometidos. Si miramos el tiempo de uso de la
rueda giratoria como proporcion del tiempo total en que la rueda estuvo disponible,
tenemos, por ejemplo, el degu 28,, que mostrd un aumento notorio del 72,4% en el uso de
la rueda giratoria al pasar de la condicion LD 12:12 R[+] a la condicion LD 12:12 rR[+]
con acceso por 2 horas en la mitad de la noche. Interesantemente, este aumento fue mucho
mas modesto y de solo del 0,4% al pasar de la condicion LD 12:12 R[+] a la condiciéon LD
12:12 rR[+] cuando se le dio acceso a la rueda por 2 horas a la mitad del dia (Tabla 10).
Otro ejemplo es el caso del degu 5z el cual durante el protocolo A tuvo un aumento del
69,2% en el uso de la rueda giratoria al pasar de la condicion LD 12:12 R[+] a la condicion
LD 12:12 rR[+] cuando la rueda se destrabo por 2 hrs a la mitad de la noche (Tabla 10).
Solamente 2 individuos disminuyeron (y solo de manera modesta) el tiempo de uso de la
rueda giratoria (normalizado con respecto al tiempo total con acceso a la rueda) al pasar a la
condicion LD 12:12 rR[+]. Uno de ellos fue el degu 9,, que al pasar de LD 12:12 R[+] a la
condicion LD 12:12 rR[+] durante el protocolo A presentd una disminucion del 7% en el
tiempo de utilizacién de la rueda giratoria. El otro fue el degu 7, el cual present6 una
disminucion del 3,3% en el tiempo de uso de la rueda giratoria al pasar de la condicion LD
12:12 R[+] a la condicién LD 12:12 rR[+] en el protocolo D en donde se da acceso a la
rueda giratoria por una hora a la mitad del dia (Tabla 10).

Cuando evaluamos el efecto de restringir el uso de la rueda giratoria a un
determinado periodo de tiempo sobre la distancia corrida, los resultados muestran diversas
respuestas dependiendo del protocolo y del individuo. Asi tenemos que en el protocolo A

todos los individuos aumentaron el numero de kilometros recorridos por hora al pasar de la
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condicion LD 12:12 R[+] a la condicion LD 12:12 rR[+] con acceso restringido a la rueda
giratoria durante dos horas en la mitad de la noche. Dentro de estos resultados llama la
atencion el degu 97 el cual, a pesar de disminuir el tiempo de utilizaciéon de la rueda
giratoria (7% menos en relaciéon a la condicion LD 12:12 R[+]), aumentd la distancia
recorrida por hora en un 8,2% en relacion a la condicion LD 12:12 R[+], es decir corrio
menos tiempo pero con mayor intensidad (Tabla 11). Otro individuo que registrd un cambio
importante fue el degu 57 el cual aumentd en un 50,9% los kilometros recorridos por hora
al pasar de LD 12:12 R[+] a LD 12:12 rR[+] (Tabla 11).

Respecto al protocolo B, en donde el acceso a la rueda giratoria se programo por 2
hrs previo a la llegada de la noche, 2 de los 7 individuos recorrieron una menor distancia
por hora. Por un lado, el degu 550, disminuyd en un 2,2% los kilometros corridos por hora
pero aument6 el tiempo de utilizacion de la rueda giratoria en un 42,6%, es decir uso la
rueda durante mas tiempo pero corrid menos distancia. Lo mismo se observo en el degu 57
que disminuyo6 los kilémetros corridos por hora en un 28,3% (Tabla 11) a la vez que
aument6 el tiempo de uso de la rueda giratoria en un 39% (Tabla 10). En ambos casos se
observo un aumento en el tiempo de uso de la rueda giratoria pero una disminucion en la
intensidad de uso de la misma reflejada en la disminucion de la distancia recorrida.

Cuando el acceso a la rueda giratoria se programo por dos horas en la mitad del dia,
lo que corresponde a la tercera semana del protocolo C, 6 de los 7 individuos mostraron una
disminucion en la cantidad de kilometros corridos por hora respecto a la condicion LD
12:12 R[+] de ese mismo protocolo. En este caso, a pesar de que todos tuvieron un aumento
en el tiempo de utilizacion de la rueda giratoria, sélo el degu 57 mostré un aumento en los

kilémetros recorridos por hora (Tabla 11).
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En los protocolos anteriores se observa que, a medida en que el tiempo de acceso a
la rueda giratoria se va alejando de la escotofase, los degus van disminuyendo la distancia
recorrida por hora. A pesar de eso, en el protocolo D en donde el acceso a la rueda giratoria
se program6 por una hora a la mitad del dia, sélo 2 de los 7 individuos mostraron una
disminucién de los kilometros recorridos por hora (degu 9z y 280, con un 12,4% y 15,5%
de disminucion respectivamente); de los individuos que mostraron un aumento en la
distancia recorrida destaca el degu 5z que presentd un aumento del 100,6% en los
kilometros recorridos (Tabla 11).

De acuerdo a los resultados obtenidos, aplicar un fotoperiodo de 24 horas de luz no
tendria una marcada influencia en cuanto a al nimero de kilémetros recorridos siendo el
comportamiento de los degus tan variable como lo fue bajo los otros protocolos. Sin
embargo, debe tenerse presente que al parecer la intensidad de la luz utilizada en estos
experimentos no fue suficientemente alta, por lo que este resultado podria cambiar si se
usaran intensidades de luz que logran producir arritmicidad,

Llama la atencion lo que se observo en los degus 97 y 280,. Ambos presentaron un
comportamiento muy similar en cuanto a la distribucion de su actividad, pudiendo ser
clasificados como nocturnos en todos los protocolos con fotoperiodo LD 12:12 pasando
ambos a cronotipo “diurno” en fotoperiodo LL 12:12. Sin embargo, en lo que respecta al
uso de la rueda giratoria, al estar en protocolo LL 12:12 rR[+] el degu 9z mostrdé un
aumento de los kildmetros recorridos por hora (19,9%), en tanto que el degu 280,
disminuy¢ los kilometros recorridos por hora (10,9%) respecto a los kildmetros recorridos

cuando la rueda giratoria se encontraba disponible las 24 hrs del dia. Esto podria sugerir
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que el cronotipo (diurno o nocturno) dado por el fotoperiodo y el uso de la rueda giratoria

estan controlados por diferentes marcapasos (Tabla 11).

4. La ingesta de alimento se ve alterada en individuos Octodon degus dependiendo del
acceso a la rueda giratoria.

Los resultados obtenidos en nuestros ensayos muestran de forma clara que la ingesta
de alimento fue menor cuando los individuos tuvieron libre acceso a la rueda giratoria. Este
resultado se observo en todos los individuos en estudio, registrandose disminuciones del
consumo de alimento que estan entre el 4,8% en el caso del degu 280, durante el protocolo
C, y el 14% correspondiente al degu 5z en el protocolo B. Por otro lado, al estar ya sea bajo
condicion R[-] o rR[+], el consumo de alimento se mantuvo entre el 98% y el 100% de la
cantidad destinada para la semana (84gr). En cuanto al fotoperiodo, no se observd ninguna
disminucion del consumo de alimento atribuible a esta variable, sea esta LD 12:12 o LL
12:12 (Tablas 13 a la 17). De alguna manera, estos resultados sugieren que el fotoperiodo
aplicado no tendria ninguna influencia sobre el consumo de alimento, mientras que
refuerzan la idea de que el uso de la rueda giratoria disminuye la motivacion por

reforzadores naturales como el alimento (Iversen, 1993).
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DISCUSION

La capacidad de los organismos de encarrilar y de enmascarar sus ritmos de
actividad locomotora les brinda una importante ventaja adaptativa. En el presente estudio se
pretendid mostrar que la distribucion de la actividad locomotora, la cual es controlada
principalmente por el SCN (Ralph et al., 1990), es susceptible de ser modificada por un
estimulo diario no fotico (Aspé, 2011; Kas y Edgar, 1999), el cual no supone un aporte al
balance energético del animal. Diversos estudios se han realizado con la finalidad de
caracterizar el cronotipo del roedor histricomorfo Octodon degus. Se ha descrito que en su
nicho ecoldgico presenta un cronotipo diurno crepuscular asociado a las condiciones de
temperatura y disponibilidad de alimento (Bacigalupe et al., 2003). En condiciones de
laboratorio se ha mostrado que individuos O. degus pueden expresar una diversidad de
cronotipos ante diferentes protocolos de acceso a la rueda giratoria (Kas y Edgar, 1999) y
ante distintos fotoperiodos (Vivanco et al., 2009). Lo anterior ha generado que varios
investigadores propongan clasificaciones de cronotipos basandose en la respuesta
expresada por degus al exponerlos a diferentes condiciones experimentales. Asi por
ejemplo, tenemos la clasificacion hecha por Garcia-Allegue et al. (1999) quién, luego de
someter a los animales a 11 protocolos con diferente fotoperiodo en condicion R[+],
postula que los degus se distribuyen en un continuo, teniendo por una parte animales que
concentran su actividad en la mafiana, y otros que presentan mayor actividad locomotora
por la tarde, en el otro extremo. Otra propuesta de clasificacion es la realizada por Vivanco
et al. (2009), quien clasifica a los degus en (i) diurnos, (ii) nocturnos, e intermedios con (iii)

conducta diurna o (iv) nocturna. Finalmente, Aspé (2011) también sostiene que los
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cronotipos en O. degus se distribuyen en un continuo, pero considera que los criterios
utilizados anteriormente son insuficientes y arbitrarios para realizar una correcta
clasificacion por lo que propone una aproximacion mas cualitativa que incluya, entre otros
parametros, la clasificacion visual de los actogramas de actividad locomotora.

De estos antecedentes se puede deducir que, independientemente de la metodologia
utilizada en la clasificacion, O. degus presenta una gran variabilidad en cuanto a la
distribucion de su actividad locomotora, dependiendo de las condiciones experimentales a
las cuales se los someta. Los resultados obtenidos en este estudio se condicen con lo
descrito en la literatura en cuanto a la variabilidad de cronotipos. Si observamos la
conducta de los degus bajo la condicion LD 12:12 R[-] del protocolo B, vemos que 2 de
los 7 individuos presentan un cronotipo diurno (Figura 1 (A) degu 9z y (B) degu5z), otros 2
presentan un cronotipo nocturno (Figura 2 (A) degu 7z y (B) degu 28¢,) en tanto que otros
3 presentan un cronotipo dificil de clasificar ya que su actividad se distribuye casi
uniformemente entre la fotofase y la escotofase (Figura 3 (A) degu 89r,, (B) degu 71k y
(C) degu 550,). Cabe sefialar que para realizar esta clasificacion se establecieron puntos de
corte arbitrarios en base a la distribucion de la actividad durante el dia y la inspeccion
visual de los actogramas. Una vez que los animales pasaron a la condicion LD 12:12 R[+]
se pudo observar que aquellos individuos que en condicion LD 12:12 R[-] presentaron
preferencia por la escotofase mantuvieron esta preferencia (Figura 2 (A) degu 77 y (B)
degu 28¢,). De los restantes 5 individuos, 3 presentaron un cambio de fase trasladando su
actividad a la escotofase; de estos 3, 2 individuos corresponden a los que bajo condicion
LD 12:12 R[-] presentaron preferencia por la fotofase (Figura 1 (A) degu 9z y (B) degu5z)

y el tercero de ellos corresponde a un individuo que bajo LD 12:12 R[-] no present6d

37



ninguna preferencia marcada ya sea por la fotofase o la escotofase (Figura 3 (A) degu 89
r2). Estos resultados concuerdan con lo descrito por otros autores (Kas y Edgar, 1999;
Refinetti, 2006; Vivanco et al., 2009), en cuanto a la capacidad que tienen los individuos O.
degus de cambiar la fase de su actividad locomotora al tener acceso a la rueda giratoria.
Considerando los resultados de este estudio y los diversos antecedentes presentes en la
literatura, se hace evidente la gran variabilidad y plasticidad de O. degus para modificar la
fase de su actividad locomotora, sin embargo, aun no ha sido posible esclarecer los
mecanismos que determinan esta variabilidad, la cual se traduce en la expresion de una
amplia gama de cronotipos. Ya que el fenotipo es el resultado de la expresion del genotipo
en un determinado ambiente, resulta 16gico pensar que este fendmeno se debe, por una
parte, a factores intrinsecos del animal y por otra a factores medioambientales.

El cambio entre patrones diurnos y nocturnos es un fenomeno que se ha observado
en diferentes roedores diurnos, sin embargo, se desconoce la importancia biologica de este
comportamiento. Vivanco et al. (2009), propone que las especies que exhiben esta conducta
representan una forma de transicion desde el nocturnalismo al diurnalismo en la historia
evolutiva de los mamiferos. Por otro lado, si consideramos la idea de que este tipo de
comportamiento tiene una importancia bioldgica, resulta interesante analizar la “Hipotesis
del centinela” propuesta por Snyder (1966), quien plantea que tanto el humano como otros
animales han aprendido que bajo condiciones de peligro es seguro dormir sélo si se
emplean centinelas, es decir, individuos que se mantengan despiertos vigilando mientras los
otros individuos de la comunidad duermen. Un estudio realizado por Samson et al. (2017)
en una comunidad de cazadores-recolectores pertenecientes al pueblo Hadza en Tanzania,

determind que, de las 200 horas que dur6 el estudio, solo durante 18 minutos (0.001%)
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todos los individuos dormian, indicando que la variacion del cronotipo entre individuos de
una misma comunidad propicia el comportamiento centinela. Dada la estructura social de
O. degus, el cual vive en colonias de 5-10 animales jovenes y 2-5 adultos que comparten un
sistema de madrigueras (Palacios y Lee, 2013) y que el cronotipo de O. degus se describe
como similar al de los humanos (Labyak et al., 1997), resulta plausible pensar que esta
variabilidad de cronotipos representa una ventaja evolutiva, ya que si bien el suefio es
esencial para la supervivencia, también representa un momento de extrema vulnerabilidad a
la depredacion, conespecificos hostiles y peligros ambientales.

Si consideramos los factores externos que podrian determinar la expresion de ciertos
cronotipos, una posible explicacion para los diversos resultados obtenidos entre los estudios
son las diferentes condiciones ambientales y de mantencion entre los distintos laboratorios,
ademas de los diferentes criterios y herramientas utilizadas para definir el cronotipo de O.
degus al tratar de clasificar sistematicamente patrones de comportamiento individuales. Al
hacer una revision de los diversos estudios que buscan caracterizar los cronotipos de O.
degus u otros roedores se puede ver que muchas veces las clasificaciones de cronotipos se
basan en los patrones de conducta expresados en presencia de la rueda giratoria o
considerando el efecto de esta sobre la distribucion de la actividad locomotora. La
implementacion de una rueda giratoria es considerada dentro de los “infaltables” para el
mejoramiento del bienestar animal al momento de alojar roedores u otros mamiferos, y su
implementacion se ha relacionado con la disminucion de conductas estereotipicas, es decir
una conductas repetitivas, invariables y aparentemente sin funciones ni objetivos (G. J.
Mason, 1991), como por ejemplo el morder las barras de las jaulas (Hansen y Damgaard,

2009; Richter et al., 2008). Sin embargo, diversos autores (Sherwin, 1998; Richter et al.,
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2014; Mason y Wiirbel, 2016) sugieren que el uso de la rueda giratoria podria tratarse, al
menos en algunos individuos, de una estereotipia, y su uso implicaria el reemplazo de una
estereotipia por otra. Ya que el comportamiento estereotipico generalmente se clasifica
como anormal, se ha planteado que la presentacion de estas conductas afectaria la
confiabilidad y validez de los estudios experimentales al introducir animales con fisiologia
y/o neurologia anormales en un experimento (Garner, 2005; Gross et al., 2012). Teniendo
esto en consideracion, podemos plantear que el uso de la rueda giratoria no seria una
herramienta confiable para intentar clasificar el cronotipo de animales en condiciones de
laboratorio.

Otro punto interesante de analizar respecto al uso de la rueda giratoria como
instrumento de evaluacion y/o caracterizacion de cronotipos es la posibilidad de que la
rueda giratoria represente un estimulo adictivo. Efectivamente, al realizar una revision de la
literatura, encontramos que el uso de la rueda giratoria podria cumplir al menos con los
siguientes 5 puntos utilizados para diagnosticar una adiccion en humanos: (1) Sintomas de
abstinencia, (Hoffmann et al., 1987; Kanarek et al., 2009); (2) Incapacidad para reducir o
controlar el uso de la “droga” y (3) Continuar con el uso a pesar de los efectos adversos,
(Klenotich et al., 2012; Siegfried et al, 2003); (4) Pasar tiempo considerable obteniendo,
utilizando y/o recuperando la “droga”, (Fuss et al., 2009, 2010) (5) Impacto significativo
en actividades sociales, ocupacionales y/o familiares, (Carter et al., 2000; Howerton et al,
2008).

Debido al disefio experimental de este estudio, resulta dificil comprobar cada uno de
los antecedentes mencionados anteriormente en relacion a las adicciones, sin embargo,

estos podrian explicar en parte los resultados obtenidos. Al observar los datos llama la
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atencion la cantidad de tiempo que los degus utilizan la rueda giratoria al estar bajo la
condicion LD 12:12 R[+] (Degu 97 en Figura 4 A, por ejemplo), este comportamiento ha
sido catalogado como “Pasar tiempo considerable obteniendo, utilizando y/o recuperando
la droga” (Fuss et al., 2009, 2010) en tanto que otros autores han planteado que las
distancias “recorridas” en la rueda giratoria son considerablemente mayores que las
distancias que se cubririan durante la locomocién normal en entornos naturales (Sherwin,
1998), por lo que se trataria de una inadaptacion mas que una conducta normal. Otra
conducta que se ha asociado al punto tratado anteriormente es el hecho de que, al tener
acceso libre a la rueda giratoria, algunos individuos interrumpen o modifican su ritmo de
actividad natural pasando de un cronotipo mas bien diurno a uno nocturno, resultando en
altos niveles de actividad durante la escotofase. Este efecto no solo se ha observado en el
presente estudio, sino que ha sido reportado por otros autores en O. degus (Kas y Edgar,
1999) y en otras especies de roedores diurnos, como Arvicanthis niloticus (Blanchong et
al., 1999). Otro dato importante que se desprende de nuestros resultados, y que se condice
con lo expuesto anteriormente, es que todos los animales disminuyeron la ingesta de
alimento al tener acceso libre a la rueda giratoria (Tablas 13 a la 17). Continuando con los
criterios para diagnosticar una adiccion, el hecho de disminuir la ingesta de alimento ha
sido catalogado como “Continuar con el uso a pesar de los efectos adversos”. Un estudio
llevado a cabo por Siegfried et al., (2003) inform6 que, bajo una dieta restringida, las ratas
no son capaces de controlar el uso de la rueda giratoria aumentando excesivamente su
actividad, lo que finalmente puede llevarlas a la muerte por inanicion. Bajo estas
circunstancias el uso de la rueda giratoria es claramente una conducta desadaptativa, sin

embargo, los roedores parecen ser incapaces de regular el uso de la rueda y, en cambio,
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aceptan la aparicion de efectos perjudiciales que incluso pueden llegar a amenazar su vida.
Si bien la disminucion en la ingesta de alimento observada en nuestros ensayos pudiera ser
considerada como una conducta desadaptativa, algunos autores han informado que en ratas
esta disminucion inicial en la ingesta de alimento vuelve a los niveles normales o incluso
mayores pasados unos 10 a 14 dias desde la primera exposicion a la rueda (Bauman, 1992;
Looy & Eikelboom, 1989; Tokuyama et al., 1982), sin embargo, en nuestros ensayos no fue
posible observar este efecto ya que el tiempo maximo que los degus estuvieron en
condicion de acceso libre a la rueda giratoria fue de 14 dias (protocolos A y E). Tal como
indica Novak et al., (2012), estos datos apoyan la idea de que existe una superposicion entre
los mecanismos neuronales que controlan el apetito y los mecanismos de recompensa, y
que estos sistemas cerebrales se ven influenciados por el uso de las rueda giratoria.

Otro aspecto que se quiso evaluar dentro de este trabajo fue la posibilidad que los
animales fuesen capaces de expresar una actividad locomotora anticipatoria (LAA),
aumentando su actividad locomotora previo al periodo de acceso a la rueda giratoria,
cuando el acceso a esta se restringe a una cierta ventana de tiempo. Como se describe en la
introduccion de este trabajo, la presentacion de LAA ha sido descrita tanto para estimulos
considerados “naturales” (ya sea acceso a alimentacion, agua o apareamiento) como para
estimulos que no afectan directamente el estado metabdlico del animal pero que tienen la
facultad de estimular el sistema de recompensa como son las drogas psico-estimulantes de
abuso (Jansen et al., 2012; Kosobud et al., 1998). Ademas, se ha descrito que en ratas las
diferencias individuales en cuanto al uso de la rueda giratoria reflejan las diferencias en la
respuesta a la anfetamina, y que existe una "sensibilidad cruzada" entre el uso de la rueda

giratoria y de la anfetamina (Ferreira et al., 2006). Esto implicaria que existen mecanismos
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subyacentes similares que median tanto el uso de la rueda giratoria, la activacion del
sistema de recompensa y la presentacion de adicciones (Ferreira et al., 2006).

Dados estos antecedentes, se podria esperar que restringir el acceso a la rueda
giratoria durante una ventana de tiempo acotada indujera la aparicion de LAA en
individuos O. degus. Nuestros resultados muestran, nuevamente, una variedad de respuestas
dependiendo del individuo y del momento del dia en el cual se les dio el acceso a la rueda.
Tal como se describe en los resultados, de todos los protocolos utilizados, la tnica
condicion experimental bajo la cual se pudo observar LAA fue al restringir el uso de la
rueda a dos horas en la mitad de la noche durante el protocolo A. Aun asi, so6lo 3 de un total
de 7 individuos, los degus 7z, 89k y 97, mostraron una conducta que podria ser catalogada
como LAA (Figura 10 A, B y C respectivamente). En el caso de los 2 primeros individuos
(degus 77 y 89 la presentacion de LAA es concordante con lo que se describe en la
literatura cuando, por ejemplo, se restringe el acceso a comida (Landry et al., 2012; Luby et
al., 2012), es decir existe un aumento en la actividad locomotora una a dos horas previo a la
aparicion del estimulo desencadenante de la LAA y este aumento en la actividad
locomotora persiste por unas horas luego de retirado el estimulo. Otra caracteristica de la
LAA asociada a la restriccion de alimento es que los ritmos anticipatorios son
autosostenibles, es decir se mantienen durante un tiempo, independiente que ya no exista
restriccion en el estimulo que gatilla la LAA (Mistlberger y Rusak, 1987). Este efecto se
pudo observar en el caso del degu 97, el individuo que cort6 los cables del sistema que
controla el freno de la rueda. Al quedar la rueda permanentemente bloqueada, tuvo un
aumento considerable de su actividad locomotora coincidente con el horario en el cual

debia tener acceso a la rueda giratoria, hasta la finalizacion del ensayo (Figura 10 C).
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Como se indica en la seccion “resultados™ solo fue posible identificar la aparicion
de LAA en 3 individuos y ello ocurrio solo bajo un protocolo particular, es decir ninguno
de los otros protocolos de acceso a la rueda giratoria fue capaz de inducir LAA. Si bien
existe un alto nimero de estudios en los cuales se ha provocado la aparicion de LAA al
restringir el acceso a diferentes estimulos (alimento, agua, apareamiento, drogas, etc.), en
todos estos estudios la rueda giratoria se ha utilizado Unicamente como instrumento de
medicion de la actividad locomotora. En la revision bibliografica realizada, solo fue posible
encontrar un estudio en donde se haya evaluado si la rueda giratoria es capaz per se de
inducir LAA cuando su acceso es restringido a una determinada ventana temporal. En este
estudio realizado por Hsu et al., (2010) un grupo de 6 ratones macho tuvieron acceso
restringido a la rueda giratoria durante 2 hrs al dia por 21 dias, el autor informa que los
ratones que tuvieron acceso restringido a la rueda no exhibieron ningun aumento en la
actividad locomotora las cuatro horas previas al acceso de funcionamiento de la rueda en
comparacion con el grupo control. Como dato complementario, existen antecedentes no
publicados de que, a diferencia de lo que se ha descrito para el raton, O. degus tampoco
muestra LAA frente a la presentacion restringida de comida, (Javiera Castro y Adridn
Ocampo, comunicacion personal).

Otro de los puntos que se quiso evaluar dentro de este trabajo fue la posibilidad de
inducir aritmicidad en los patrones de actividad locomotora de los degus mediante el uso de
un protocolo de luz constante y asi evaluar si la actividad locomotora asociada a la rueda
giratoria y la posible presentacion de LAA se encontraban dirigidas por un marcapasos
diferente al SCN. Este tipo de protocolos se utilizada de manera rutinaria en estudios de

cronobiologia para induccion de aritmicidad ya sea en patrones de actividad locomotora, o
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en patrones fisioldgicos como la temperatura corporal (Cambras y Diez-Noguera, 1991;
Cambras et al., 2012; Deprés-Brummer et al., 1995; Eastman y Rechtschaffen, 1983) y
surge como una alternativa poco invasiva en comparacion a cuando se induce aritmicidad
producto de lesiones en el SCN (Boulos et al.,, 1980; Stephan y Zucker, 1972); ademas es
completamente reversible una vez que los animales vuelven a protocolos de luz y oscuridad
normales (LD 12:12) (Eastman y Rechtschaffen, 1983) o protocolos de oscuridad constante
(DD 12:12) (Deprés-Brummer et al., 1995). Para estos protocolos en general se utilizan
intensidades de 300 lux de luz blanca, similares a los 380+25 lux utilizados en este estudio
(Cambras et al., 2012; Deprés-Brummer et al., 1995; Cambras y Diez-Noguera, 1991).
Respecto a la seguridad de la utilizacion de este tipo de protocolos y el posible dafio que
puedan ocasionar en la retina, existen antecedentes de que protocolos de este tipo aplicados
en ratas inducen dafio en los fotorreceptores pero utilizando intensidades de 2.150 lux
(LaVail et al., 1992), lo cual representa 5,6 veces la intensidad utilizada en nuestro
protocolo. Otro punto a considerar es que Octodon degu es un roedor diurno, y si bien no
existen estudios publicados al respecto en esta especie, hay antecedentes de que en
Arvicanthis niloticus, otro roedor diurno, es posible aplicar 8 horas de luz blanca con
intensidad de 15.000 lux o bien 2 horas con intensidad de 20.000 lux sin producir dafos
evidentes en la retina (Organisciak y Vaughan, 2010).

Sin embargo, dentro de nuestros ensayos no fue posible inducir aritmicidad en los
individuos a pesar de haber estado 56 dias bajo condiciones de luz constante. Esto podria
deberse a que la intensidad de la luz no fue suficientemente alta. A nuestro conocimiento no

existen estudios en donde se induzca aritmicidad por luz constante en roedores diurnos.
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CONCLUSIONES

El hecho de que la distribucion de la actividad locomotora de un animal pueda ser
modificada por un estimulo que no supone un aporte energético al animal, pero que
estimula el sistema de recompensa, nos da luces de que, siendo el SCN el marcapasos
central, es susceptible de ser “relevado” por marcapasos existentes en otras areas del
cerebro. Si bien alin no se comprenden a cabalidad los mecanismos mediante los cuales el
SCN interactiia con otros marcapasos, es claro que el sistema de recompensa cerebral esta
involucrado en la generacion de ritmos circadianos dependientes de estimulos no foticos
tales como la rueda giratoria. De los resultados obtenidos en este estudio y de los
antecedentes bibliograficos citados se puede extraer que la rueda giratoria ejerce una
marcada influencia en la conducta de los degus y de otros roedores, teniendo la facultad de
inducir cambios en el cronotipo, disminuir el consumo de alimento, inducir modificaciones
en el patrén de actividad locomotora y propiciar la presentacion de LAA. Dados estos
antecedentes, resulta importante tener claro que, si bien la rueda giratoria es una
herramienta 1til a la hora de disenar estudios que involucren el analisis de la actividad
locomotora, su uso por parte de los animales podria obedecer a una conducta estereotipada
e incluso tener algunos rasgos asociados a una adiccion, por lo cual podria tornarse un
“artefacto” que distorsione o al menos conduzca a una mala interpretacion de los resultados

obtenidos por los investigadores.
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Figura 1. Actogramas de actividad locomotora de los degus 9, y 5 ;. Cada actograma representa, en las
lineas horizontales, 2 dias consecutivos de registro de actividad, donde las lineas verticales presentes en cada
uno de los dias indican el nivel de actividad, muestreada cada minuto. Las areas demarcadas bajo la franja
amarilla representan las horas de luz, en tanto que las areas demarcadas bajo la franja negra representan las
horas de oscuridad. A la derecha de cada actograma se indica el periodo en que el animal estuvo en las
diferentes condiciones de acceso a la rueda giratoria (R[-], R[+] o rR[+]). Cada actograma representa un
periodo de 21 dias. (A) Actograma del degu 97 en el protocolo B. Se observa que en la primera semana, bajo
la condicion R[-], concentro su actividad principalmente en la fotofase (ID 0,21); luego al pasar a la condicion
R[+] desplazo su actividad a la escotofase (ID -0,28); y posteriormente, al pasar a la condicion rR[+] (2 horas
previo a la llegada de la noche), volvid a presentar un cronotipo diurno (ID 0,14). (B) Actograma del degu 5,
en el protocolo B. Se observa que en la primera semana, bajo la condicion R[-], concentrd su actividad
principalmente en la fotofase (ID 0,08); luego al pasar a la condicion R[+] desplazd su actividad a la
escotofase (ID -0,10); y posteriormente, al pasar a la condicion rR[+](2 horas previo a la llegada de la noche),
volvio a presentar un cronotipo diurno (ID 0,22).
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Figura 2. Actogramas de actividad locomotora de los degus 7, y 280, ambos en el protocolo B. (A)
Actograma del degu 7z. Se observa que mantuvo un cronotipo nocturno durante las 3 semanas del protocolo
B con un ID -0,14 de bajo la condicion R[-], un ID de -0,17 al pasar a la condicion R[+] y un ID de -0,21 en
la condicion rR[+] (2 horas previo a la llegada de la noche). (B) Actograma del degu 28,, el cual también
mantuvo un cronotipo nocturno durante las 3 semanas del protocolo B con un ID -0,11 de bajo la condicién
R[-], un ID de -0,26 al pasar a la condicion R[+] y un ID de -0,19 en la condicion rR[+] (2 horas previo a la

llegada de la noche).
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Figura 3 (continuia en la pdgina siguiente). Actogramas de actividad locomotora de los degus 89, y 71,
ambos bajo el protocolo B. (A) Actograma del degu 89p,. Se observa que en la primera semana, bajo la
condicion R[-], presentd una actividad indiferenciada con un indice de diurnalidad cercano a 0 (ID 0,02);
luego al pasar a la condicion R[+] desplazo su actividad a la escotofase (ID -0,15); y posteriormente, al pasar
a la condicion rR[+] (2 horas previo a la llegada de la noche), volvié a presentar un cronotipo indiferenciado
con un indice de diurnalidad cercano a 0 (ID 0,03). (B) Actograma del degu 71, el cual también present6 un
cronotipo indiferenciado con un indice de diurnalidad cercano a 0 (ID -0,01); luego al pasar a la condicion
R[+] desplazé su actividad a la escotofase (ID -0,24); y posteriormente, al pasar a la condicion rR[+] (2 horas
previo a la llegada de la noche), volvio a presentar un cronotipo indiferenciado con un indice de diurnalidad
cercano a 0 (ID -0,08).
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Figura 3 (continuacion). (C) Actograma de actividad locomotora del degu 55, bajo el protocolo B. Se
observa que en la primera semana, bajo la condicion R[-], presentd una actividad indiferenciada con un indice
de diurnalidad cercano a 0 (ID -0,03); luego al pasar a la condicion R[+] desplazé su actividad levemente a la
escotofase (ID -0,04); y posteriormente, al pasar a la condicion rR[+] (2 horas previo a la llegada de la
noche), volvid a presentar un cronotipo indiferenciado, levemente crepuscular, con un indice de diurnalidad
cercano a 0 (ID 0,08).
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Figura 4 (continuia en la pdgina siguiente). Actogramas de actividad locomotora de los degus 9 y 7;.
(A) Actograma del degu 9. Se observa que presentd un cronotipo nocturno durante las 3 semanas del
protocolo A con un ID de -0,65 bajo la condicion R[+] y con IDs de -0,52 y -0,10 para la primera y segunda
semanas respectivamente, ambas bajo la condicion rR[+] (2 horas a la mitad de la noche). (B) Actograma del
degu 7. En este individuo también se puede observar que presentd un cronotipo nocturno durante las 3
semanas del protocolo A con un ID de -0,52 bajo la condicion R[+] y con IDs de -0,57 y -0,50 para la
primera y segunda semanas respectivamente, ambas bajo la condicién rR[+](2 horas a la mitad de la noche).
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Figura 4 (continuia en la pdgina siguiente). Actogramas de actividad locomotora de los degus 5; y 89,.
(C) Actograma del degu 5;. Este degu present6 un cronotipo nocturno durante las 3 semanas del protocolo A
con un ID de -0,40 bajo la condiciéon R[+] y con IDs de -0,43 y -0,42 para la primera y segunda semanas
respectivamente, ambas bajo la condicion rR[+](2 horas a la mitad de la noche). (B) Actograma del degu 89g,.
En este individuo también se puede observar que presentd un cronotipo nocturno durante las 3 semanas del
protocolo A con un ID de -0,47 bajo la condicion R[+] y con IDs de -0,43 y -0,44 para la primera y segunda
semanas respectivamente, ambas bajo la condicion rR[+](2 horas a la mitad de la noche).
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Figura 4 (continuacion). Actograma de actividad locomotora del degu 28, (E) Bajo las condiciones del
protocolo A este individuo mostré un cronotipo consistentemente nocturno, asi podemos observar que
present6 un ID de -0,23 bajo la condicion R[+] y un ID de -0,37 para la primera y segunda semanas, ambas
bajo la condicion rR[+](2 horas a la mitad de la noche).
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