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1. INTRODUCCION

Los seres vivos se encuentran bajo la influencia continua de diversos
estimulos, los cuales son capaces de modificar de una u otra manera una gran
variedad de conductas expresadas por éstos. En muchas ocasiones los
estimulos ambientales se presentan en forma ciclica, es decir que lienen una
determinada frecuencia de aparicion. Al igual que para otros eslimulos, los
organismos deben de estar adaptados a la ciclicidad ambiental y responder
eficazmente a sus cambios, para asl poder explotar al maximo los ecosisteinas
en donde se desarrollan.

La adaptacién de los seres vivos a su ambiente a través del proceso
evolutivo en lo que se refiere a conductas ritmicas circadicas, ha consistido en
establecer una relacion entre el tiempo interno que gobierna las aclividades
ciclicas producidas por los organismos y el tismpo externo (Pittendrigh, 1993).

Pittendrigh {1993) ha postulado que en sus origenes, los organismos se
sometieron al orden temporal impuesto por el ambiente y conforme éstos
evolucionaron, dicho orden fue asimilado a la informacién genética dando
origen a su propia organizacion temporal. Asl las semejanzas entre los ciclos
ambientales y los bioldgicos se explicarian porque inicialmente los ultimos
dependian de los primeros, mientras que sus diferencias se deberian a las

caracteristicas particulares de los organismos para adaplarse al ambiente.



La frecuencia de aparicion de los ritmos en la naturaleza cubre un amplio
especlro de unidades de tiempo, asi se pueden encontrar ritmos de fracciones
de segundo (por ejemplo, los ritmos eleclroencefalogréﬁcos), aquellos que se
repilen una vez an varios segundos (el rilmo respiratorio), o los que se repiten

una vez al ano (el rilmo de hibernacion) (Fig. 1).
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Figura 1. Espectro de frecuenclas de algunos ritmos bloldgicos. En este esquema
se mueslran algunos ejemplos de rilmos hiolégicos con su respecliva frecuencia de
aparicion, dichas frecuencias pueden enconlrarse desde los milisegundos hasta en
algunos casos los afos.

En la mayoria de los seres vivos los ritmos mas evidenles son aquellos
que oscilan con una frecuencia que corresponde con la de una periodicidad

ambiental. Por ejemplo, muchas especies que habitan la linea costera exhiben



ritmos con una frecuencia derivada del cambio en las mareas que resulta del
efeclo combinado de los movimientos regulares de la luna alrededor de la Tierra
y de la Tierra alrededor del Sol. De forma similar la alternancia anual de verano
e invierno en la temperatura, la cual resulta del movimiento de la Tierra
alrededor del Sol, da lugar a una conducta reproductiva anual tantc en planlas
como en algunos animales (Minors y Waterhouse, 1981). Para la mayoria de
organismos vivos el cambio ambiental mas evidente es el que resulla de la
rolacion de la Tierra sobre su propic gje, lo cual produce la alternancia enire el
dia y la noche y gque presenta una oscilacion con una periodicidad de 24 hr.
Los habilos de actividad-repose, ingesta de comida, de agua, etc., son regidos
por la alternancia del dia y la noche y no es sorprendente por lo tanto que
algunos procesos fisiologicos, bioquimicos y psicoldgicos también oscilen con
una frecuencia similar a la del dia solar (Moore-Ede, 1982, Meijer y Rietveld,

1989, Minors y Waterhouse, 1981) (Fig. 2).

1.1 LOS RITMOS CIRCADICOS

1.1.1 ASPECTOS HISTORICOS

Nuestro principal interés de estudio son los ritmos circadicos (del latin
circa-cercano y dies-dia). El término circadico fue introducido por Halberg en
1959 para describir los ciclos de aproximadamente 24 hr que son generados en

forma enddgena por los organismos (Moore-Ede, 1982).
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Figura 2. Qrigen de las oscilaciones hioldgicas . En esto esquema so representa el
movimiento de ia Tierra alrededor de su propio 6jo (rotacién) que da origen a la
allomancia del dia y la noche la cual se lleva a cabo on un pericdo do 24 hr y que
sincroniza la aparicion de las conduclas circddicas de los organismos. Asi mismo el
movimiento de traslacion de la Tierra produce la aparicidn de oscilaciones ambientales
de frecuencias distintas a las de 24 hr que tambien van a afoctar directamente a los
organismos.

Histéricamente se liene un conocimiento de los 6iclos circadicos desde la
época de Alsjandro Magno, sin embargo el conceplo de ritmo circddico como
una propiedad deif organismo vivo se inicia formalmente con el lrabajo de Jean
Jacques d’ Ortous de Mairan en 1729, quien publicd en L' Academie Royale des
Sciences de Paris un estudio de los movimientos de las hojas y pedicelos de
una pianta helio tropica "sensible” (Mimosa pudica). Esta planta abria sus hojas
y pedicelos durante el dia y los cerraba duranle la noche. Cuando de Marian

colocd la planta en un lugar donde la luz solar no la podia alcanzar y la



temperatura se manlenia constante, la planta aun abria sus hojas durante el dia
y las cerraba por la noche. Este fue el primer experimento que demostro la
persistencia de los ritmos circddicos en ausencia de sefales ambientales
externas y dio margen a pensar en la existencia de un reloj endageno circadico
que regulaba el tiempo interno en los organismos. Duhamel confirmd estas
observaciones en 1758 en estudios llevados a cabo en cuevas.

Mas larde Augustin de Candolle, Dutrochet, Sachs y Hofmeister también
se interesaron en el movimiento periodico de las hojas, A partir de sus
experimentos concluyeron que dichos movimientos eran causados por la
existencia de un ritmo diurno inherente a la planta y que eran controlados por la
alternancia de la luz y la oscuridad. Son importantes los experimentos que
realizd de Candolle (1832) con leguninosas bajo luz u oscuridad continua o
bajo ciclos de L-O alterados experimentalmente, de los cuales concluyd que
habia una tendencia inherente de las plantas a mostrar movimientos periodicos
y que ademas las hojas se abrian una hora 6 dos mas temprano cada dia, es
decir que desplegaban una periodicidad de 22 a 23 hr. Esta fue la primer
demostracion de que el reloj circadico podia "correr libremente" con su propio
periodo endogeno (1) cuando no habia un ciclo exlerno sincronizador (ciclo L.-0)
de 24 hr.

El fisiblogo vegetal Withelm Pfeffer quien fue el primero que introdujo
métodos fisicoquimicos en el campo de la Fisiologla vegetal, originalmente dudo

de los resultados obtenidos por los otros autores. En 1873 el sugirié que dichos



dalos habian resullado de experimentos en donde habia fugas de luz en los
cuartos oscuros donde se llevaban a cabo las mediciones. Por el afo de 1875
sus propias observaciones despejaron sus dudas y corroboré la persistencia
del ritmo del movimiento de las hojas en oscuridad conslante. Sin embargo, el
interpretd sus resultados no como una periodicidad propia de la planta si no
mas bien como un post-efecto por la exposicion previa a un ciclo 1.-0. Darwin en
su libro On the Power of Movement in Plants (1880) indicd que el crefa que la
periodicidad diurna del movimiento de las hojas era una propiedad inherente de
las planlas.

En 1940, Johnson llevé acabo experimentos en ralones para ver si éstos
podian correr en ruedas de ejercicio manteniendo un palrén temporal en
presencia 0 ausencia de un ciclo de iluminacion. El reporté que los ratones
parecian tener un reloj para controlar el patron conductual visto en sus
animales. Més tarde, Colin S. Pittendrigh de sus experimenios propuso que
todos los organismos tenian relojes y lo mas importante era que éstos relojes
regulaban los ritmos conducluales vistos diariamente. En gran parte ésta idea
conlribuyo mucho mas a la comprension del conceplo de reloj bioldgico, pues
dio un punto de vista nuevo para su esludio (Moore-Ede, 1982).

Eslos y muchos olros experimentos dieron las bases para estudiar los
mecanismos de la regulacion lemporal en los organismos y han permitido hasla
nuestros dias que se continte con la invesligacion del fendémeno de la

ritmicidad circadica y sus mecanismos de control.



1.1.2 CONCEPTOS BASICOS PARA EL ESTUDIO DE LOS RITMOS
CIRCADICOS

independientemente de la frecuencia de aparicion de una oscilacion, se
puede considerar a ésta como un cambio ciclico medible que exhibe una forma
de onda y un periado relativamente constante. Una de las caracleristicas mas
importantes de una oscilacién es el periodo, el cual es el intervalo entre dos
puntos de referencia idénticos (Minars y Walerhouse, 1981, 1988).

En una oscilacion circddica & ritmo circddico es importante conocer
todas las caracteristicas de la misma tales como la forma de onda, el periodo, la
media & nivel, la amplitud, la fase y el angulo de fase. La forma de la ritmicidad
puede ser vista como la desviacidn de la forma respecto a una onda sinusoidal
pura.

El periodo 6 longitud del ciclo es la duracion de un ciclo completo
camunmente expresado en unidades de tiempo y es el reciproco de la
frecuencia. Los ritmos con un perioda menor a 1as 24 hr son conocidos como
ultradianos y aquellos con un periodo mayor se conocen como infradianos.

La media 6 nivel de un ritmo es el valor promedio de una variable
continua sobre un ciclo sencillo. Cuando el ritmo  es descrito por el ajuste de
una curva cosenoidal, el nivel de la mejor cuva de ajuste se conoce coma
mesor. Solo cuando los dalos son medidos equidistantemente y sobre un

numero integral de ciclos, el mesor serd igual a la media aritmética.



mesor. Solo cuando los datos son medidos equidistantemente y sobre un
numera integral de ciclos, el mesor sera igual a la media aritmética.

La amplitud se define como la diferencia entre el valor maximo y minimo
de la oscilacion, sin embargo cuando estamos hablande de senales
sinusoidales o coseinodales se define como la mitad de la diferencia entre la
cresta y el valle o como la diferencia entre la media y el valor maximo.

La fase tiene varios significados, en su definicion mas estricla se refiere
al estado instantanea de un ritmo dentro de un ciclo, representado por el valor
de la variable en un tiempo dado (por ejemplo e maximo 6 el minimo). La fase
de un ritmo nos dice la posicion del ritmo en el tiempa (en el caso especial
donde los datos son representadas por un ajusle a una curva cosenoidal Ila
fase del ritmo puede ser definida por la acrofase la cual es el tiempo del
maximo de la funcidn cosena). Un cambio de fase implica que al mismo tiempo
un ritmo retiene su forma original pero es desplazado a lo largo del eje del
tiempo. Un cambio de fase puede ser descrito como un avance 6 un retraso de
fase para describir la direccion del desplazamiento en el tismpo. Asi, un avance
significa que cada punto del ritmo ocurre un paco mas temprano, mientras que
el retraso significa que cada punto del ritmo ocurrié mds tarde de lo esperado.
Si un sistema oscilante contiene mds de una variable, una segunda
caracleristica importante es la relacion de fase enire variables (Minors y

Waterhouse, 1981, 1988).



Estas son algunas de las caracterislicas mas notables en el estudio de
los ritmas circddicos que nos ayudaran a comprender mejor las ideas que se

plantearan mas adelante ( ver Fig. 3).
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Figura 3. Caracteristicas de una oscllacién. Todas las oscilaciones presentan una
sene de caracleristicas que son importantes para su estudio. En aeste caso se
representan dos oscilaciones diferenles con una cierta intensidad 6 amplitud (A), y con
un periodo propio. Enia oscilacidn b se indica una fase cualquiera y se marca tambien
la relacién de fase (en unidades de liempo) que se establece entre dos fases distintas
pertenicienles a diferentes oscilaciones. Para una mayor explicacion de los términos
utilizados, ver el texto.



1.1.3 CARACTER ENDOGENO DE 1.0S RITMOS CIRCADICOS

Anleriormente se menciond que los ritmos circddicos son producidos por
los propios organismos, es decir que son producidos endégenamente, dicho
concepto es fundamental para considerar a los ritmos circadicos como tales y
se refiere al hecho de que en condiciones tipicas de aislamiento de sefales
ambientales temporales la ritmicidad bioldgica persiste, aunque con frecuencia
presenta una ligera pero significativa variacion en el valor de 1 que la
caracleriza. A dicho fenémeno se le denomina corrimiento espontdneo (free
running) y demuestra la naturaleza enddgena de los ritmos circadianos
(Pittendrigh, y Dann, 1976; Aschoff, 1990; Moore-Ede, 1982)

Entre los factores ambientales que modifican t deslaca su dependencia
de las condiciones de iluminaciéon ambiental. En forma general los principales
efectos se resumen en las reglas de Aschoff (Tabla 1). De acuerdo con las dos
primeras, en la rnayoria de las especies diurnas, como invertebrados, peces,
reptiles y aves, se observa el acortamiento de t conforme la intensidad de la luz
aumenta, mientras que lo opuesto se observa en especies nocturnas. En el caso
de los mamiferos tanto las especies diurnas y nocturnas presentan un
alargamiento en t en respuesta al aumento en la intensidad de iluminacion. Por
olra parte, la exposicion de organismos de diversas especies a la luz continua
brillante resulta en la desorganizacion progresiva de la ritmicidad, que puede

conducir a patrones arritmicos de conducta & bien a la descompaosicion de la



ritmicidad circddica en elementos ullradianos

1982).

(Aschoff, 1990; Moore-Ede,

Tioo g6 T Primera ?Sdgll'nda/
ILUMINACION Incmmenlo en | Incremenlo en Oscurldnd
la intensidad | Ila Intensidad continua Luz continua
de la luz. de la luz.
Elperiodoen | Elindicede | Eiperiodoen
oscilacién es- | aclividad (alfa) | oscllacion
DIURNO pontdnea dis- | elinactividad | espontdnen
minuye. (ho) aumenta. } es mayor de .
Se incremenia 24 br.
ei nivel de
actividad.
El periodoen | Elindice alfa | Eiperiodoen | Ei periodo en
oscilacion rho disminuye. { oscilacién osciiacién
NOCTURNO espontdnea | Se deciemenla | espontdnea esponténea es
aumenta. el nivel de es menor de mayor que el
aclividad. 24 hr. exhibido en
oscuridad
continua.

Tabla 1. Se describen las cuatro reglas de Ascholf. En el primer rengldn se especifica
la condicién de iluminacion a la cual se someten animales de habitos diuinos ¢
nocturnos. En el segundo y tercer rengldn se describe ei efecto sobre el periodo de la
conducta estudiada que se produjo como consecuencia de ia condicién de luz en la
cual se colocaron los animales.

1.2 BASES FISIOLOGICAS DE L.OS RITMOS CIRCADICOS
1.2.1 COMPONENTES Y FUNCIONES DEL SISTEMA CIRCADICO

La naturaleza endégena de los ritmos circadicos implica la existencia de
mecanismos fisiologicos encargados de generar y mantener la organizacion

temporal del organismo, los cuales conforman al denominado Sistema

Circéddico (Pittendrigh, 1993).



Los procesos que regula este sistema son: 1) CRONOMETRIA, quo se
refiere a la generacion de las oscilaciones involucradas en la funcién de reloj
bioldgico; 2) SINCRONIZACION de Ia ritmicidad a los ciclos ambientales; 3)
TRANSMISION de las oscilaciones a los sistemas efeclores que expresan la
ritmicidad y 4) ACOPLAMIENTO entre los osciladores del organismo para lograr

su funcionamiento coordinado.

Cronometria

Un reloj biolégico es la parte del sistema circddico que liene la capacidad
de generar una oscilacién utilizada por los organismos para medir el tiempo aun
en ausencia de entradas ciclicas ambientales (Aschoff,1990). En mamiferos, los
nucleos Supraquiasmaticos (NSQ) funcionan como osciladores circadicos. La
evidencia que apoya esta afirmacion consiste en experimentos de lesién (Moore
y Eichler, 1972; Sthephan y Zucker, 1972a y b) de eslimulacién eléctrica o
quimica del NSQ (Albers y cols.,1984; Miller y cols., 1987, Edgar y cols., 1993)
de persislencia de la ritmicidad eléctrica y metabdlica del NSQ cuando es
aislado del resto del organismo (Inouye y Kawamura, 1979; Groos y Hendriks,
1982; Newman y Hospod, 1986) y; de transplantes de NSQ felal a sujetos que
son arrilmicos en la conducta molora por fa lesién del nlcleo supraquiasmatico

(Drucker-Colin y cols., 1984; Aguilar-Roblero y cots., 1986, Ralph y cols., 1990).



Sincronizacion

En condiciones naturales el ambiente geofisico presenta diversas
variacionas ciclicas que afeclan a los organismos, por lo que la ritmicidad
biolégica no muestra su oscilacion espontanea. Esto se manifiesta en forma
mas notable en el periodo de la ritmicidad biolégica y su relacién de fase con
los ciclos ambientalas. A este fenémeno le llamamos sincronizacion, es decir, la
condicion en la cual el periodo enddgeno y la fase del oscilador se ajustan al
periodo y la fase de algun estimulo ciclico externo. Su importancia radica en que
peimite el ajuste o adecuacion del tiempo biolégico con el geofisico. De acuerdo
con Pittendrigh (1993) la sincronizacién provee a los relojes bioldgicos de un
mecanismo por el cual son capaces de reconocer la hora local, propiedad sin la
cual éstos no tendrian relevancia adaptativa.

Diversos autores han demostrado que una variedad de fenémenos
ambientales pueden funcionar como estimulos sincronizadores de los ritmos
enddgenos, entre los que se encuentran la luz, la temperatura, la disponibilidad
de alimento, el sonido y las sefales sociales (Minors y Waterhouse, 1981). De
las anteriores, las variaciones de iluminacién del ciclo dia-noche presentan la
mayor estabilidad en su periodo y fase, lo que las hace mas predecibles, por lo
que se consideran como |a principal seiial de sincronizacion ambiental, por lo
menos en los organismos epigeos (Moore-Ede, 1982; Minors y Waterhouse,

1981).



Debido a la importancia del NSQ como el oscilador circadico en
mamiferos, es de suponer que sus canexiones aferenles estan involucradas en
los procesos de sincronizacion. Las principales aferenles del niicleo se originan
de la retina, la hojuela intergeniculada (HIG), el rafe dorsal y las &reas
hipotalamicas adyacenles (Moore y Lenn, 1972; Moore, 1983). Se ha
demostrado que algunas de estas vias participan en diversos aspectos de la
sincronizacion al ciclo de luz ambiental, de éste punlo se hablara mas adelante

(Harringlon y Rusak, 1986, Pickard y cols., 1987; Johnson y cols., 1988b).

Transmision de la ritmicidad

La organizacidn temporal de! organismo requiere que la sefalas inlernas
de referencia lemparal que generan los relojes biolégicos sean asaequibles para
el resta del arganismo. En organismos superiores los sislemas de comunicacion
intercelular involucran mecanismos tanto neurales como humorales (Armstrong,
1989; Walts, 1991). En el caso del sislema circadico de los mamiferos, la
naluraleza precisa de los procesas de transmisidn aun no es bien conacida,

Por una parte, las conexiones neurales del NSQ parecerian suficientes
para explicar 1a gran variedad de ritmos circadicos que parecen depender de la
integridad de dicho nticleo. Por olra parte, un sistema de corunicacion difuso y
a dislancia, como el endocrino, padria también pailicipar en e} proceso de
transmision de la sefal oscilaloria hacia el resto del organismo. Es natural

pensar que a cierlo nivel de organizacidn, por ejemplo si nos enfocamos en la



ritmicidad circadica de la funcion glandular, la sefal rasmilida por una via
neural eferente seria codificada a una seial hormonal (Armstrong, 1989).

En el sistema circadico de invertebrados se ha descrito la participacion
de mecanisinos neuroenddcrinos involtucrados en la transmision de la senal de
un oscilador circadico a un sistema efector. Probablemente, en mamiferos el
sistema eferente mejor caraclerizado corresponde al de la secrecion de
Melatonina por la glandula Pineal (Armstrong, 1989). De ésta hormona se
hablard en el siguiente punto.

El analisis que se ha ulilizado para esludiar el proceso de la
sincronizacion y el comportamiento de los relojes biologicos en oscilacién
espontanea es la elaboracion de curvas de respuesta de fases (PRC). £n una
PRC se grdfica en la ordenada la fase del ciclo circadico en la que se presenta
un estimulo determinado y en la abcisa 1a magnitud del cambio de fase
observada en el ritmo esludiado como consecuencia del estimulo una vez
alcanzado el estado estable. En el hamster en corrimiento libre el comienzo de
la actividad se usa como referencia para la fase y se define como tiempo
circadico (CT) 12:00. Cuando el ritmo esta sincronizado a un ciclo L-0 12:12 la
hora circadica cero es el punto del ritmo en donde la luz inicla y puesto que el
CT se refiere a la oscilacion bioldgica interna, el CT es solo definida para

animales en corrimiento libre (una hora circddica es igual a 24/t) (Menaker,

1969) .



L.a curva do respuesta de fases tiene tres caracteristicas generales: 1) la
zona muerta, que es el lapso en el que no ocurren cambios do fase después de
que se aplica el pulso luminoso de prueba durante el dia subjetivo; 2) la zona de
retrasos de fase que ocurre durante la noche subjeliva temprana y 3) la zona
de avances de fase durante la noche subjetiva lardia. £l retraso de fase causa
un alargamiento transitorio del periodo y el avance de fase causa un

acortamiento de éste (Menaker, 1969).

Acoplamiento

Ademds del NSQ otras estrucluras hipotaldmicas, como el nucleo
vontromedial y el hipotalamo lateral, han sido propuestos como osciladores
circadicos (Inouye, 1983, Kurumiya y Kawamura, 1991). Esto refleja la
concepcion contemporanea de un sistema de osciladores multiples, como la
base del proceso de cronometria del sistema circddico. Desde los primeros
estudios realizados en los aflos sesentas, se obtuvo evidencia acerca de la
presencia de mds de un oscilador en el sistema. Para el caso de los mamiferos
uno de los fendmenos mas sugestivos sobre los osciladores mtltiples es el
llamado particion o desdoblamiento (splilting) (Aschoff, 1990). Este fendmeno
que ha sido observado en repliles, aves y mamiferos, consiste en que la
actividad locomotora, que presenta un solo componente ritmico cuando el sujeto
se registra en obscuridad o luz continua tenue o bajo un régimen de luz

obscuridad, se disocia en dos componentes rifmicos de diferente periodo
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cuando el sujelo se expone a luz continua brillante (Aschoff, 1990). En los
humanos, se ha observado que después de ser somelidos a condiciones de
oscilacion espontdnea, sus diferentes rilmos fisioldgicos que usualmente se
encuentran coordinados, despliegan distintos periodos circadicos y la relacion
de fase entre los distintos ritmos se pierde (Weber, 1975). Por otro lado,
experimentos de lesion evidencian que diferentes ritmos circddicos dependen
de distintos marcapasos circadicos (Rosenwasser y Adler, 1986). Por ejemplo:
algunos reportes indican que la lesion del NSQ no modifican el ritmo de
temperatura corporal (Krieger y cols., 1977); 1a restriccion en la disponibilidad
de alimentos induce cambios de fase en diversos ritmos circadicos de ralas
mantenidas en un ciclo L-O (Krieger, 1974), este fendmeno no es abolido por
lesiones del NSQ (Krieger y cols., 1977). Los esfuerzos encaminados a localizar
los vsciladores responsables del ritmo de ternperatura y la sincronizacion al
alimento han conducido a proponer & las eshucturas hipotalamicas
mencionadas con anlerioridad como osciladores circadicos. Por otra parte se ha
sugerido que en el NSQ se encuentra mas de un oscilador. Dicha sugerencia se
apoya en el hecho de que lesiones unilaterales del NSQ abolen uno de los
componentes ritmicos observados en el fendomeno de particion, en hamsters
sometidos a ciclos de luz continua (Pickard y Turek, 1982). Esludios en
rebanadas mantenidas in vitro realizados en nuestro laboratorio, acerca de la
actividad eléclrica de cada lado del NSQ, indican un patron temporal asiméltrico

entre ambos lados. Dicha asimelria consiste en la forma del perfil de aclividad a



lo largo de un ciclo circadico, asi como en los cambios de acrofase observados
por mantener a los sujetos en obscuridad continua durante 4 dias previos a la
preparacion de la rebanada (Zhang y Aguilar-Roblero, 1995).

Ahora bien, el funcionamiento optimo en el sistema circadico rasulta de la
integracion de informacion entre los distinlos osciladores en el sistema. Dicha
integracion se lleva a cabo por un proceso de acoplamiento entre los distintos
osciladores del sistema. Donde entendemos por acoplamiento a la capacidad de
un oscilador con periodo y fase propia, de ajustar dichos parametras a los de
olros elementos osciladores con los que tiene la capacidad de interactuar
{Minors y Walerhouse, 1981, Aschoff, 1990),

Los mecanismos bioldgicos involucrados en el proceso de acoplamiento
son hasla ahora desconocidos. Sin embargo, estos podrian ser similares a los
que han sido descritos en el proceso de ia sincronizacion, ya que en ambos
casos se madula el periodo y la fase de un oscilador biologico. La diferencia
entre acoplamiento y sincronizacion consiste en que en el Ultimo caso un ciclo
ambiental interactia en forma unidireccional con un oscilador biolégico,
mientras que en el primer caso un oscilador bioldgico interactia en forma
reciproca con otro oscilador del mismo organismo. Dichas diferencias nos
sugieren que, a pesar de la posible similitud en algunos de los mecanismos, 103
substratos marfolégicos sean completarente distintos entre ambos procesos.

Con respecto al posible sustrato morfolégico de los procesos de

acoplamiento, podemos mencionar a la glandula Pineal como un posible
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acoplador interno dal sistema circadico (Armstrong, 1983). Se ha reportado que
la administracidn farmacoldgica de Melatonina, la principal hormona de la
Pineal, s capaz de sincronizar ritmos circadicos en corrimiento espontdneo en
ratas (Reedman y Cals., 1983), dicho efecto depende de la integridad del NSQ
(Cassone y cols. 1986b). Efectos similares se han observado en hamsters
previamente lesionados (en el NSQ) y posteriormente transplantados con NSQ
fetal (Romero y cols., 1993). Parece claro que la Melatonina aclia directamente
sabre el NSQ ya que: 1) la adminisiracion durante la noche subjetiva de dicha
haormona deprime |a actividad metabdlica del NSQ (Cassone y cols., 1988); 2)
provoca cambios de fase en la actividad eléctrica del NSQ in vitra (Mc Arthur y
cols.,1991) y 3) se ha encontrado una alta densidad de receptores a Melatonina
an el NSQ de roedores (Vanecek y cals., 1987). Por otra parte, la exposicion del
roedores noctumnos a juz continua brillante induce no solo el fendmeno de
dasdoblamiento de los ritmos circadicos, sino también disminucion de la sintesis
y secrecion de la Melatonina. Lo anterior sugiere que la inhibicion de la
aclividad de la Pineal pudiera estar involucrada en el desacoplamiento de los
osciladores circadicos inducidos por la luz continua. En este sentido, se ha
reportado que la pinealectomia acelera la velocidad de inicio y retarda la
estabilizacion del desdoblamientc en hamslers (Aguilar-Roblero y Vega-
Gonzalez, 1993). También se ha reportado en ratas que la pinealectomia induce
la disociacién del ritmo de ingestion de agua en multiples componentes

ultradianos en ratas (Cassone, 1992; Yanovski y cols., 1990). Estas
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observaciones han llevado a concluir que la Pineal podria funcionar como un
integrador de fase en el proceso del acoplamiento (Aguilar-Roblero y Vega-

Gonzalez, 1993).

1.3 EL SISTEMA CIRCADICO EN MAMIFEROS
1.3.1 EL. NUCLEO SUPRAQUIASMATICO COMO RELOJ ENDOGENQO

El sustrato dal sistema circadico identificado como raloj biolagico en los
maniiferos es el nucleo supraquiasmatico del hipoldlamo, el cual es la
eslructura nerviosa encargada de |a regulacion temporal de algunas conductas
rilmicas (Moore-Ede, 1982, Moore, 1983, Meijer y Rielveld, 1989).

En los primeros trabajos de Moore y Eischler (1972) y Sthephan y Zucker
(1972 a y b) se demostrd que tanlo el ritme de liberacién de corticoeslerona y
los ritmos de ingesta de agua y actividad locomotora se perdian por la lesion de
NSQ. En general se ha demostrado que 1as lesiones electroliticas bilaterales del
NSQ eliminan la mayoria de los ritmos circadicos en lodas las especies
esludiadas (Rusak y Zucker, 1979). La ablacion neonatal del NSQ en ralas
eliminan de por vida los ritmos de actividad locomolora e ingesta de agua, lo
cual sugiere que olras zonas del cerebro no tienen la capacidad de reorganizar
y suplir la funcion que desempena el NSQ (Mosko y Moore, 1978).

Los esludios de estimulacion quimica y eléctrica demuestran que la

manipulacion de la actividad de las neuronas del NSQ alteran la expresion de
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los ritmos circadicos, causando retrasos o avances de la fase de ritmos en
corrimiento espontaneo (Rusak y Groos, 1982, Albers y cols., 1984; Miller y
cols., 1987; Edgar y cols., 1993). Estudios in vivo de la aclividad eléctrica del
NSQ, indican la persistencia del ritmo circadico, en ausencia de sus aferencias
neuronales por el aislamiento quirdrgico del nicleo. Estas observaciones han
sido confirmadas in vitro por regisiros agudos de la aclividad eléclrica y
metabdlica del NSQ en rebanadas de hipotalamo (Inouye y Kawamura, 1979,
Green y Guillete, 1982; Groos y Hendriks, 1982; Shibata y cols., 1982, 1984;
Newman y Hospod, 1986) y en la secrecion de vasopresina en explantes del
nucleo, asi como registro de la actividad eléctrica de cultivo organotipico a largo
plazo de explantes del nucleo (Earnest y Sladek, 1986; Bos y Mirmiran, 1990).

Estudios con transplantes de tejido felal, demuestran que la implantacién
del NSQ es capaz de restaurar la ritmicidad perdida después de la ablacion del
NSQ en ratas y hamsters (Drucker-Colin y cols., 1984; Aguilar-Roblero y cols.,
1986). Utilizando hamsters mutanies que expresan un periodo de ritmicidad
distinto al de la cepa siiveslre se demosird que el periodo de la ritmicidad
restaurada depende del tejido transplantado (Ralph y cols., 1990) . Finalmente
se ha demostrado que el NSQ desarrollado en dichos transplantes, presenta
ritmicidad circadica en su aclividad elécirica y metabdlica (Aguilar-Roblero y
cols., 1992).

A pesar de lodas las evidencias presenladas hasta el mémenlo as

imporlante hacer notar que el NSQ en los mamiferos es el unico oscilador



autosostenido identificado, sin embargo se considera que no es el unico
existente. Por ejemplo, hay datos que muestran que la sincronizacion a la
ingesta de alimento persiste atn después de la lesion del NSQ (Krieger y cols.
1977). Se ha sugerido que l0s nucleas hipotaldmicos Venlromedial v Lateral
pueden funcionar como osciladores circadicos. Sin embargo, se ha demostrado
que la aclividad ritmica del primero, aunque es sincronizable por la
disponibilidad de alimento, depende del ritmo generado en el NSQ, mientras
que el segundo funciona como un oscilador atenuado (Inouye, 1983; Kurumiya y
Kawamura, 1991).

Utilizando un abordaje experimental similar al descrilo para el NSQ, se
han identificado en distintas especies algunas estructuras especificamente
relacionadas con la generacion de los ritmos circadicos. Entre ellas podemas
mencionar; en el caso de los maluscos, el ojo de los nudibranquios (Koumenis y
Eskin, 1992) y el pedinculo 6plico y el ganglio supraesofagico de los
cruslaceos (Aréchiga, 1974, 1983 y 1993); en el caso de los insectos, los
lébulos oplicos y el ganglic cerebroide en lepiddpteros, dipteros y diclidépteros
(Roberts, 1974; Page, 1982) y en el caso de los vertebrados, la glandula pineal

en repliles, peces y aves (Cassone, 1990; Underwood, 1990).
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1.3.2 ANATOMIA DEL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO

E! supraquiasmatico en la rala es una esltructura bilateral localizada en
el hipoldlamo ventral anterior, dorsal al tercio caudal del quiasma optico, rostrai
a las comisuras supradpticas y ventrolateral al tercer veniriculo (van den Pol,
1980). En una rata macho adulta un solo NSQ tiene un volumen de 0.13 a 0.16
mm.? calculado a parlir de secciones seriales del ndcleo (Moore, 1983). la
dimension mds larga del NSQ es 950 wm en direccidn rostrocaudal con un
ancho de 425 jim y una altura de 400 pm. El nimero estimado de células es de
aproximadamente 16,000 en la estructura campleta sin incluir el nimero de
oligedendrocitos y astracitos (van den Pol, 1980).

EI NSQ no es homogéneo, sino que esla subdividido en base al tamafio
celular, volumen del neurdpilo, aferentes y eferentes y contenido de
neurotransmisores en los cuerpos celulares de las neuronas. Se han
identificado dos grandes subdivisiones del NSQ, la region dorsomedial y la
region ventrolateral en base a la inmunoreactividad a sustancias caracteristicas
que presenta, Las células de la region dorsomedial del NSQ de la rata tienen un
drea de 8414 (m? y en la region ventrolateral tienen un drea de 10245 ym? .
Las medidas en hamster y ralones muestran diferencias similares en el tamano
de las células con menor tamanio en la region dorsomedia! y mayor tamario en la

region ventrolateral (van den Pol 1980, 1991).
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Las neuronas del nicleo son las mas pequefas del hipotalamo y se
encuentran ademas entre las mas pequenas de todo el cerebro. Las células
estan estrechamente empaqueladas con amplias regiones de aposicidn entre
ellas. Se pueden encontrar grupos de neuronas separadas de las adyacentes
por solo un espacio extracelular de 15 a 20 pm. Por otra parte, el neurdpilo del
supraquiasmatico es muy complejo y presenta muchos tipos de sinapsis. Se ha
visto que los axones pequenos entran al nicleo de todas direcciones y que las
dendritas algunas veces se extienden fuera del nicleo. Con técnicas de Golgi
se ha revelado que un gran ndmero de neuronas del supraquiasmatico
presentan axones con lerminaciones locales encargados de la comunicacion

intranuclear (van den Pol, 1980, 1991).

1.3.3 NEUROTRANSMISORES PRESENTES EN EL NSQ

Las dos grandes subdivisionss del NSQ se han diferenciado por la
presencia de vasopresina (VP) en la region dorsomedial (Card y cols., 1988} y
de péptido vasoactivo intestinal (VIP) en la region ventrolateral, aunque hay
algunas células VIPérgicas que quedan embebidas en la regién dorsal dei

quiasma optico (Card y cols., 1981; Card y Moore, 1988; Card y cols., 1988).
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Inmuno-reactividad en cuerpos neuronales

Aparte de estos dos péptidos neuroactives, se pueden encontrar un gran
nimero de sustancias dentro del NSQ. Pequenas neuronas inmunoreaclivas a
neurofisina se han localizado en gran densidad en la parle dorsomedial de!
nucleo. La oxitocina en asociacion con neurofising  se focaliza ocasionalmente
en peuronas magnaocelulares en los bordes dorsal, medial y rosiral del niicleo,
Células inmunoreactivas al péptido liberador de gastrina (GRP) se encuentran
en la region ventrolateral y también algunas veces estan embebidas en 1a region
dorsal del quiasma optico. La bombesina presenta un patrén similar al del VP,
asi como el péplido hislidina isoleucing (PHI), ¥ de cuerpos celulares
inmunoreaclivos a 5-HT.

A diferencia de la dislribucion de las sustancias neuroactivas
mencionadas, la neurolensing, la hormona liberadora de tirolrofina vy la
angiotensina 1l han sido idenlificadas en todo el NSQ,

La inmunoreactividad a GABA y su enzima sintética la glutamato
descarboxilasa, ha sido identificada en todo el NSQ aunque la cantidad de
dichas sustancias es menor que la observada en otras regiones cerebrales, 10
cual sugiere que el efecto predominante que los axones del NSQ ejercen en
otras neuronas es inhibitorio (Card y cols,, 1981 y 1988; Card y Moore, 1984;
van den Pol y Tsujimoto, 1985, Decavel y van den Pol, 1880; Morin, 1994).

En estudios de inmunohistoquimica donde se ha hecho doble marcaje se

han encontrado neuronas del NSQ que contienen colocalizados al VIP, GRP y
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GABA (van den Pot y Gores, 19686). También se ha visto co-localizado al VIP y
PHI pues derivan de un precursor comun (Dussaillant y cols., 1992). Ofras
evidencias recienles han indicado que ademas de la colocalizacién de VIP y
PHI hay neuronas que presentan colocalizados VIP, PHI y GRP (Albers y cals,

1992).

Inmuno-reactividad en axones

En los axones también se observa inmunoreactividad para un gran
namero de sustancias neuroactivas, asi podemos encontrar VP, bombesina,
GAD, GRP, neurofisina, serotonina, somatostatina y VIP. La densidad de
axones inmunoreactivos para todas déstas sustancias es mayor 6 igual que en
cualquier olra parte del hipotdlamo (Steinbusch, 1981).

Han sido detectados axones GABAérgicos con anticuerpos a GABA y
GAD en gran centidad dentro y fuera del ndcleo. Por olra parte, axones
marcados para bombesina ¢ GRP presentan una localizacién similar dentro del
NSQ, los axones parecen ramificarse exlensamenle denltro de algunas paries
del ndcleo parlicularmente en la region ventral. En cuanto al VIP se ha visto
dentro del NSQ en las mismas regiones lefidas para bombesina y el GRP asi
como regiones mas rostrales. Axones que contienen neurofisina y vasopresina
se ramifican en todas las regiones del nicleo, siendo la parte dorsomedial la
que presenta mayor marcaje. En cuanlo a la somatostatina, los axones son

ancontrados en todo el NSQ (van den Pol, 1991).
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L.a inmunoreactividad axonica a serotonina se localiza en gran densidad
a través de todo el NSQ y en menor cantidad fuera el nicleo. Se encuentran
botones terminales también en todo el nucleo sin ninguna restriccién a un area
especifica. Los axones inmunoreactivos realizan contactos sinadpticos con
cuerpos neuronales y dendrilas (van den Pol, 1991).

Por inmunoreactividad a la proteina acidica fibrilar glial (GFAP) se han
identificado astrocitos y procesos reactivos en el NSQ. El pation de astrocilos
es similar al del NPY y regiones del NSQ que reciben inervacion de la retina en
ratas y hamsters. Existen uniones estrechas exlensas entre los procesos
astrociticos del supraquiasmatico, sin embargo no se sabe con exaclitud la
funcion que tienen dentro del mismo. Se ha propuesto que algunas de las
funciones de los astrocitos son el proteger al NSQ contra el dafio de sustancias
neurotdxicas; también se ha propuesto que podrian jugar un papel muy
importante como parte integral de! sistema circadico (van den Pol, 1931, Morin,

1994).

Interacciones celulares

Se han identificado diversas interacciones celulares dentro del NSQ entre
las cuales podemos mencionar las que existen entre terminales inmunoreactivas
a GABA que hacen sinapsis con neuronas que producen VIP, GRP y GABA (van
den Pot y Gores, 1986; Francois-Bellan y cols., 1990). Se ha reportado también

que exislen aposiciones directas entre terminales de GABA y NPY, y una
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convergencia de los dos tlipos de terminales sobre otras  neuronas
postsinaplicas blanco no especificadas (Francois-Bellan y cols., 1990). De gran
interés es el reporte de que en la region ventrolateral del NSQ de rata la
distribuciéon de |[HY5-HT (serotonina) se sobrepone a las terminales
inmunoreactivas a NPY pues supone la interaccion de dos de las principales
vias al NSQ. Ambas terminales establecen uniones sinapticas bien definidas
algunas veces en la misma neurona blanco. Algunas veces se encontrd
aposiciones axo-axonicas entre los dos tipos de terminales (Guy y cols., 1987).
Por triple marcaje inmunchisloquinico se ha observado una covergencia de
axones serotoninérgicos a células inmunoreactivas a VIP, asi mismo, lerminales
(GABAérgicas llevan a cabo sinapsis con neuronas de VIP a nivel de las
dendritas y del cuerpo celular que con frecuencia también presentan
aposiciones axo-axdnicas con terminales marcadas para 5-HT. Es comdn
observar células que contienen GABA y 5-HT que convergen al cuerpo celular 6
a las dendritas de neuronas que contienen VIP (Francoise-Bellan y Bosler,
1992). También se han reportado asociaciones sindplicas enlre axones que
contienen somatostating y cuerpos celulares y dendritas que presentan VP y
entre axones con VP y los somas y dendritas que presentan somatostatina y VIP
y VP. Existen conlactos sindplicos enlre neuronas de VP y axones de VIP,
axones de somatostatina y neuronas de VIP, lo que parece mostrar que las
neuronas que presentan sornalostatina podrian estar regulando la neuronas de

VP y VIP (Daikoku y cols., 1992, Ibala y cals., 1993) (Fig. 4).
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Figura 4. Interaccién sindptica dentro del NSQ. En este esquema se muestra la
interaccion entre neuronas presindpticas (lineas) y neuronas postsindpticas (circulos)
dentro del NSQ. La interaccion involucra a una presindpsis y una postsinapsis 6 a mas
de una presinapsis y una sola postsindpsis. En algunos casos se ha identificado el
neurotransmisor presente tanto en las neuronas pre como postsindpticas mientras que
en otras no se identificado el neurotransmisor (?).

1.3.4 ASPECTOS FUNCIONALES DEL NSQ:

RITMQS ENDOGENOS AL NSQ

Anleriormente se han mencionado algunas de las evidencias que apoyan

el papel del NSQ como un oscilador endogeno. Algunas de éstas evidencias se
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refieren a la persistericia de un ritmo endégeno al NSQ como la aclividad
eléctrica y la actividad metabdlica, liberacion de sustancias, elc, en
condiciones de ausencia de estimulos sincronizadores extemos las cuales se

trataran a continuacion.

Ritmo de actividad metaholica

En 1977 Shwartz determind un ritmo diario de ulilizacién de glucosa en la
rata, siendo el NSQ mas activo metabdlicamente durante la fase de luz y
relativamente inactive en la fase de oscuridad a diferencia de olras regiones
cerebrales que no exhiben dicha ritmicidad. Este mismo ritmo de utilizacion de
glucosa también ha sido observado en rebanadas in vitro de cerebro de rala

(Shwartz y Gainer, 1977, Newman y Hospod, 1986; Newman, 1991).

Ritmo de liberacidn de Vasopresina

Otro de los pardmelros que se han astudiado en el NSQ es la liberacion
de vasopresina (VP) en explantes in vilro y cultivos organotipicos de NSQ
(Earnest y Sladek, 1986 y 1987; Murakami y cols., 1991; Shinohara y cols.,
1994), este ritmo persiste hasta 4 ciclos mostrando un periodo circédico.
También se ha cuanlificado el contenido de VP en el NSQ de ratas y se ha
encontrado que éste muestra un patrén circddico ain en condiciones de

oscuridad continua (Tominaga y cols., 1992).
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Ritmo de actividad eléctrica

En el trabajo de Inouye y Kawamura (1982) se mostré que la actividad
eléctrica multiunitaria registrada en la rata presenta un ritmo circadico, con un
aumento de la misma en el periodo de luz y una disminucién en el periodo de
oscuridad. La actividad multiunitaria en regiones fuera del NSQ de animales
nocturnos (rata) también presenta un ritmo circadico impuesto por el NSQ y
cuya raelacion de fase es de aproximadamente 180° en relacion con la de dentro
del NSQ (Kubota y cals., 1981). Cuando el NSQ es aislado del resto del cerebro
en una isla hipotaldmica por cortes con una navaja Halasz la actividad
multiunitaria circadica se mantiene solo en las islas que contienen el NSQ y se
pierde en el resto de cerebro; asi mismo el ritmo puede presentar libre
corrimiento cuando el animal es mantenido en oscuridad constante y puede ser
resincronizado con pulsos de luz cuando la conexion con la reting se deja
intacta (inouye y Kawamura, 1979, 1982; Kubota y cols. 1981, Inouye, 1984). En
los trabajos realizados en rebanadas de hipotalamo se ha mostrado también un
ritmo circadico en la aclividad unitaria (Green y Guillete, 1982; Groos y

Hendriks, 1982; Shibatay cols., 1982) .

Caracteristicas de la actividad eléctrica dentro del NSQ
En registros de actividad eléctrica en rebanadas de NSQ se ha
observado que en un ritmo de 24 hr, el dia subjelivo (el periodo que

corresponderia a la Juz en el ciclo de iluminacion del animal donador de la
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rebanada) se caracteriza por la presencia de aclividad unitaria de frecuencia
muy rapida que se encuentra alrededor de los 14 Hz & mds, aunque se
observan también unidades lentas con aclividades por debajo de 1 Hz. Duranle
la noche subjetiva la actividad generalizada es muy baja, las unidades con
frecuencias mayores de 5 Hz son muy raras y la mayor parte de la actividad se
encuentra entre 0.5-3.0 Hz, adicionalmente el nimero de unidades silentes se
incrementa. £l pico maximo de aclividad en estudios in vitro se han encontrado
a la hora circadica 7 (CT 7) con un promedio de frecuencia de 7-8 Hz y presenta
su punto minimo a CT 19.

El patron de disparo de las neuronas del supraquiasmatico ha sido
clasificado en Ires tipos segdn su histograma de frocuencia a lo largo del tiempo
en: tipo |, con patrén de disparo regular; tipo Il, con patron de disparo irregular y
tipo Ilt, con patron de disparo en rafagas, los porcentajes reportados para cada
patrén son de 80, 19 y 1% respectivamenle segun Shibata y cols. (1984). Si se
clasifican los patrones de disparo segin su HIl también se observan tres
patrones (Zhang y cols., 1992): el patron entonado cuyo HIl presenta una
distribucién normal y que representa a las neuronas que disparan regularmente;
el patrén al azar cuyo HIl presenta una distribucion parecida a la de Poissun y
que representa a las neuronas que disparan irregularmente y finalmente el
patron armadnico que representa a las neuronas cuyo Hil tiene una amplia

distribucion asimétrica agrupada en multiplos de un intervalo bésico.
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1.3.5 AFERENTES AL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO:
TRACTO RETINO-HIPOTALAMICO
Caracteristicas generales

En roedores se han descrito lres aferentes visuales principales al NSQ.
La primer via es directa y las otras dos indirectas. La via directa se ha estudiado
ampliamente y se considera fa principai entrada de informacion visual al NSQ,
ésta via recibe el nombre de tracto retino-hipotalémico (RHT) {(Moore y Lenn,
1972; Moore, 1973).

Por medio de marcaje de vias con aminodcidos tritiados, y con HRP se
ha observado que el RHT se origina en las células ganglionares de Ja retina y
viaja por el nervio y el quiasma optico para terminar bilateralmente en el NSQ
(Moore y Lenn, 1972, Moore, 1873, Pickard, 1985; Johnson y cols., 1988a;
Norgrem y Lehman, 1989; Murakami y cols., 1991; Levine y cols., 1991; Martinet
y cols., 1992).

Sa ha reportado que solo algunas células ganglionares dispersas en la
retina son idenlificadas cuando se realiza una inyeccion de marcadores
radiaclivos en el supraquiasmatico, a diferencia de cuando el marcaje se realiza
en z2onas que estan directamente relacionadas con el procesamiento visual
camo el quiasma optico 4 los coliculos superiores, en donde todas las células
ganglionares de la retina se marcan. Eslo parece indicar que solo algunas
células ganglionares estan conecladas al NSQ y que son diferentes a las

células ganglionares que participan en los mecanismos de formacion de
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imagenes (Norgrem y Lehman, 1989). Con respecto a éste punlo, en
informacion muy reciente se ha visto que a nivel de la retina, el proceso de
sincronizacion involucra la activacion de células ganglionares W que proyeclan
al NSQ a lravés del RHT, eslas celulas responden principalmente a la
intensidad dei estimulo luminoso. Dicho sustrato anatdmico fue recientemente
demostrado, empleando el transporte transinaptico del virus PRV-Bartha,
inyectado en la retina. En dicho estudio, también se demostrd que las células W
forman parte del traclo 6ptico primario que terminan en la HIG (Moore y cols.
1998),

En roedores la proyeccion de la retina al supraquiasimatico es bilateral,
siendo mas densa hacia la parte ventral del nicleo, sin embargo, todo el nicleeo
parece recibir fibras de origen retinal (Moore, 1973). EI RHT se extiende dentro
de una area que es esencialmente coexlensiva con la dislribucion de VIP y GRP
{regién ventrolateral del NSQ) (Card y Moore, 1991).

Se ha reportado que el RHT no solo inerva al NSQ sino también a otras
regiones de! hipotalamo, en parlicular, el area hipotalamica anterior (AHA), el
hipotélamo lateral (HL), la regién retroquiasmatica (RRQ), el nticleo supradptico,
el niicleo paraventricular, la zona subparavenlricular, la regioén ventromedial y
nicleo dorsomedial (Pickard y Silvermann, 1981; Riley y cols,, 1981;
Youngstrom y cols., 1987; Levine y cols., 1991; Morin, 1994).

Las proyecciones al AHA en la rata son encontradas en la vecindad

inmediata del NSQ por arriba de la superficie dorsal del supraquiasmatico y a lo
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largo de la superficie dorsal del quiasma oplico. Las fibras relinales que inervan
la region circundante del NSQ terminan en porciones del hipoldlamo que
ocupan areas poco exlensas y que eslan compueslas de una variedad de
poblaciones neuronales funcional y quimicamente distintas. Algunas fibras se
extienden a través del AHA hasta la region la region perifornical. Rostralmente
las fibras se extienden al drea predptica y caudalmente se extienden
dorsalmente en la zona subparaventricular. Las proyecciones hacia el AHL son
largas y se esparcen a nivel rostral del NSQ pero se hacen mas densos
caudalimente y que lleva a la porcion lateral del tracto éptico y nucleo
supradptico. Hay un gran nimero de terminales dentro del tracto optico dorsal y
por arriba de ésle. Algunas fibras entran al nucleo supradplico. Las
proyecciones a la RRQ son densas y se extienden del borde caudal del NSQ al
nivel de la parte rostral de la eminencia media. A ésle nivel rodea la parte rostral
del nucleo ventromedial en el area tuberal (Moore y Eichler, 1972, Card y

Moore, 1991).

Neurotransmisores presentes en el RHT

Hasta el momento no se ha identificado al neurolransmisor que
interviene en la comunicacion entre el RHT y el NSQ, sin embargo, se tienen
evidencias muy convincentes de que pudieran ser aminodcidos excitadores,
especificamente el glutamato. Por medio de inmunohistoquimica y

radioinmunoensayo con anticuerpos de alta afinidad al N-acetilaspartiglutamato
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(NAAG) se ha demostrado que dicho transmisor esta localizado extensivamente
en el tracto retino-hipotatamico y en sus zonas blanco, incluyendo ¢! NSQ. Las
transecciones del nervio oplico producen una reduccion significativa en la
inmunoreactividad a NAAG en e} quiasma éplico y el NSQ (Moffelt y cols., 1990,
1991). En cuanto a éste punto, se ha reportado que en rebanadas que
contienen el NSQ, la estimulacidn eléctrica del nervio dptlico induce la
liberacion de [H3glutamaloy  [H¥|aspartato (Liou y cols. 1986).
Por inmunoreaclividad se ha determinado la presencia de glutamato en
las terminales nerviosas del tracto retino-hipotaldmico de la rata (de Vries y
cols., 1993). Apoyando las observaciones anleriores, se ha encontrado por
hibridacién in silu la sefal de ARNm de algunas subunidades del receptor 4
NMDA dentro de el NSQ (Wisden y Seeburg, 1993; Gamnon y Rea, 1994).
Por microdialisis in vivo en hamsters se ha caracterizado el patrdn diario de
aminodcidos exciladores (glutamato y aspartalo) y se han visto que bajo un ciclo
de iluminacién 14:10 existe un ritmo diurno en la concentracion extracelular con
los niveles del pico maximo ocurriendo en la noche y que prevalece en
oscuridad continua manteniéndose el pico maximo durante la noche subjetiva
(Glass y cols., 1993).
Par otra parle, la inyeccidn de glutamato en el NSQ produce cambios de
fase en el ritmo de aclividad locomolora en el hamster dependientes de la hora
circadica a la que se realice; en conlraste, las inyecciones del mismo

neurotransmisor fuera del NSQ no producen ningun cambio en la fase circddica
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(Meijer y cols. 1988a). £n un experimento similar se observo que la estimulacion
aléctrica del nervio oplico de hamsters en libre corrimiento produce cambios de
fase similares a los observados en el experimento anterior los cuales son
atenuados por la administracion del EI MK-801 (un antagonista no compelitivo
muy selectivo de receptores NMDA) (de Vries y cols. 1994). La adminisiracion
intraventricular de anlagonistas de los aminoacidos excitadores previenen los
cambios de fase producidos por pulsos de luz en hamsters en libre corrimiento
(Colwell y cols., 1990; Colwell y Menaker,1992; Takeuchiy cols.,, 1992).

Se ha estudiado ¢! efecto de aminoacidos excitadores e inhibidores sobre
neuronas del supraquiasmatico en cultivo y se ha observado que el glulamato
excita cerca del 70% de neuronas del NSQ que presentan un palrén de disparo
regular y 60% de neuronas de patrdn de disparo irmegular. EI GABA inhibe la
aclividad esponlanea y evocada por glutamato en 90% de células del NSQ. El
MK-B01 bloquea pa:cialmente las respuestas producidas por la administracion
de gluamato, el NAAG incrementa la frecuencia de disparo y polencia las
respuestas inducidas por glutamato (Bos y Mirmiran, 1993).

En cuanto al papel de otros neurotransmisores en la comunicacion del
RHT con el supraquiasmatico, hay evidencia que parece mostrar que la
acetilcolina (Ach) participa en la neurotransmisién del RHT. Se ha observado
que la infusion del agonista colinérgico carbacol 6 carbamilcolina en el NSQ
produce avances de fase que pueden ser bloqueados con anlagonistas del tipo

NMDA (Meijer y Cols., 1988b; Colwell y cols, 1992, Takeuchi y cols., 1993). El



antagonista nicolinico mercaplilamina, bloquea los cambios de fase inducidos
por pulsos de luz (Keefe y cols., 1987) , y la nicolina activa las neuronas del
NSQ (Miller y cols, 1987). Sin embargo, ios estudios de marcaje con
{H3]nicolina no musstran marca en el NSQ (Swanson y cols., 1974), ni la enzima
acelil-transferasa se encuentra en el RHT (Rao y cols., 1987). Finalmente, se ha
mosirado por inmunchistoquimica la presencia de receptores muscarinicos y
nicotlnicos en neuronas del NSQ. Los receptores se encuentran distribuidos en
todo el nucleo, aunque se observa un ligero aumento de células
inmunoreactivas en la region dorsolateral (van der Zee y cols., 1991). Con eslos
datos contradiclorios, hasta el momento no se tiene claro si la Ach es un
neurotransmisor importante del RHT.

Reportes recientes han demostrado la presencia de substancia P (SP) en
células ganglionares de la retina de rata que proyectan al NSQ. La densidad de
fibras inmunoreactivas a SP aumenta despues de la enucleacion (Takatsuji y
cols., 1991), lo cual sugiere una posible modulacion de la actividad del NSQ por

medio del péptido.

Importancia del RHT

La demostracién de la existencia del RHT fue el resultado de estudios
que moslraron que el acoplamiento de algunos ritmos circddicos persistian
despuas de la ablacion de todas las vias visuales conocidas que partian del

quiasma oplico. Otros estudios (KKlein y Moore,1979) han confirmado la
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observacion de que las lesiones en las que se corla el tracto optico en el borde
lateral del quiasma no alleran el acoplamiento del animal a un ciclo de L-O. A
partir de estos estudios se puede concluir que el RHT es suficiente para
mantener el acoplamiento en ausencia de todas las demds proyecciones
retinates cenlrales. Mdas recientemente se ha encontrado que lesiones en donde
se corta exactamenie por debajo del NSQ y cortando el RHT resultan en la
aparicion de ritmas en libre corrimienta (Johnson y cols,,1988b). Esto sugiere
que el RHT es necesario para el acoplamiento, sin embargo no se descarta la
posibitidad de que ofras vias fueran afectadas por ta tesidn. En resumen todo
parece indicar que el RHT es la via de entrada at NSQ mdas importante para el

acoptamiento de los ritmos circadicos (Moore y Card, 1994).

TRACTO GENICULO-HIPOTALAMICO
Caracteristicas generales.

De la retina surgen fibras que comparten con el RHT el mismo trayeclo,
pero que se dirigen a la hojuela intergeniculada (HIG) sin entrar al
supraquiasmatico (Pickard, 1985). La hojuela se encuenlra situada entre los
nacleos geniculado fateral dorsal y ventral del tdlamo y reci.be praoyecciones
bilaterales retinianas (Pickard, 1985). Hasta antes de 1976 se consideraba que
el nicleo geniculado tateral (NGL) tenia solo dos subdivisiones; el nlcleo
geniculado dorsal lateral (DLG) que es un nucleo de relevo talamico que maneja

informacidn que viene det ojo y va hacia la corleza visual, el nicleo genicutado
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ventral lateral (VLG) presumiblemente involucrado en  reflgjos visuales, control
oculomotor y en otras funciones visuales subcorticales. En 1976, Hickey y
Spear marcaron una nueva subdivision  del complejo del geniculado
caracterizada en la rata por recibir casi el mismo nimero de aferentes retinales
del ojo contralateral e ipsilateral y que es lo que se conoce ahora como la
hojuela intergeniculada (Moore y Card, 1994),

En roedores, de la HIG parte la aferencia hacia el NSQ la cual es
propiamente la que recibe el nombre de tracto geniculo-hipotaldmico (TGH)
(Moore, 1989; Meijer y Rietveld, 1989; Morin y cols., 1992; Agarwala y cols.,
1992a y b). Esludios melabdlicos y morfoldgicos en rala y primales sefalan que
la proyeccion geniculo-hipotalamica inerva principalmente la region venlrolaleral
del NSQ vy que se superpone a la inervacion que proviene del RHT (Maxwel y
Fink, 1988, Moore, 1989).

Ulilizando marcaje anterdgrado con leucoaglutinina de Phaseolus vulgaris
en las células de la HIG, se ha mosltrado que un haz de fibras en el tracto oplico
dorsomedial desciende dorsalmenle a el NSQ. Las células de la HIG localizadas
lateralmenle proyeclan a el supraquiasmatico ventrolaleral. Las células
mediales de la HIG leminan en la regién ventrolateral y medial del NSQ
(Mikkelsen, 1992).

Adicionalmente las neuronas de la HIG proyectan dentro del TGH para
inervar neuronas en el hipotalamo lateral y el nicleo periventricular. Se ha

descrito una via de intercomunicacion entre hojuelas de la cual se ha observado



que los axanes que la componen se extienden medialmente por la comisura
anlerior & por el tracto dplico y quiasma oplico (Mikkelsen, 1992; Moaore y Card,

1994).

Neurotransmisores presentes en el TGH y la HIG.

La HIG ha sido caracterizada por inmunoreactividad la presencia de
numerosos neuromoduladores, de los cuales el neuropéptido Y (NPY) es uno
de los mas importantes pues las neuronas que lo contienen son las que
proyectan al NSQ en un patrén que se traslapa con el del RHT,

Ademas de las neuranas que contienen NPY se han identificado células
que contienen encefalinas (ENK) adyacentes a las de NPY en la ardilla y la rata
y que proyeclan exclusivamente a la HIG coniralateral (Card y Moore, 1989},
substancia P (SP), serolonina (5-HT), péplido relacionado con la calcitonina,
faclar liberador de corticoesteroides (CRF), neurotensina, tirosina hidroxilasa,
GABA 6 descarboxilasa del acido glutamico (GAD) las cuales también proyectan
al NSQ (Morin y cols., 1992; Maorin, 1994; Agarwala y cols., 1992a y b;
Harrington y cols., 1987, Mantyh y Kemp, 1983; Ibata y cols., 1988; Smale y
cols., 1991).

Aparentemente el NPY es el fransmisor que media la comunicacion entre
la HIG y el NSQ.

Los estudios conductuales han mostrado que la inyeccion de NPY y de

polipéptido pancredtico de ave (PPA) -el cual tiene una estructura molecular
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muy similar al NPY producen cambios de fase en la conducta locomotora
cuando se administra en el NSQ de rata y hamsler. La curva de respuesta de
fases obtenida por la eslimulacidn con NPY se asemeja a la oblenida con
pulsos de oscuridad (Albers y Ferris, 1984; Albers y cols., 1984).

En estudios electrofisiologicos se ha reportado que la administracidn de
NPY a rebanadas que contienen el NSQ produce un cambio de fase en el ritmo
de actividad eléctrica neuronal (Mason y cols. 1987; Shibata y Moore, 1993).

En registros en rebanadas la respueslta de neuronas del
supraquiasmatico a la aplicacion del NPY determinan que un 65 % de neuronas
se excite y el restante 35 % no responda, existiendo ademas la tendencia a
encontrar un mayor nimero de células que responden NPY durante la fase de

jluminacion (Mason y cols., 1987).

Importancia del TGH

Como se ha observado la lesion de fa HIG o del TGH no impide la
sincronizacion a el ciclo L-0, a diferencia de la lesion al RHT. Sin embargo, la
lesion de la HIG afecta significativamente los cambios de fase producidos por
pulsos de luz u oscuridad ya que retarda la velocidad de reacoplamiento
después de un cambio en el fotoperiodo (Harringlon y Rusak, 1986; Pickard y
cols., 1987; Johnson y cols. 1989) y elimina el spliting en la aclividad
locomolora que ocurre bajo la exposicion prolongada a la luz continua

(Harrington y Rusak, 1986). Las lesiones del TGH bloquea los cambios de fase



inducidos por benzodiazepinas (Biello y cols., 1991; Meyer y cals., 1992). Por
ofra parte, la estimulacion eléctrica del TGH produce cambios de fase en
hamsters mantenidos en luz u oscuridad constante (Johnson y cols.,, 1989;
Pickard, 1989; Rusak y cols., 1989) y bloquea la capacidad de la fuz constante a
alargar el periodo (Pickard y cols., 1967); lo que lleva a pensar que el TGH junto
con la HIG juegan mas bien un papel muy importanie como un sistema

infegrador de luminicencia (Harringlon y Rusak, 1989; Zhang y Rusak, 1989).

TRACTO RAFE-HIPOTALAMICO
Caracteristicas generales

La menos estudiada de las vias es la {ercera, la cual se conoce como
iracto rafe-hipotalamico (TR). E!l sistema serotoninérgico inerva densamente la
NSQ y también proyecta at IGL. El origen preciso de las fibras serolononérgicas
que llegan al NSQ no ha sido descrito lo suficientemente bien. Hasta el
momento no se tiene la certeza de que nacleo del rafe es el que provee fas
proyecciones, sin embargo hay resultados en los que se reporta que la via se
origina en los nucleos dorsales y mediales del rafe e inerva principalmente la
parte veniral del NSQ (Maxwel y Fink, 1988). Basados en {ransporte
anterégrado y [H3aminoacidos en ratas, se ha reportado upa proyeccién
principal del rafe dorsal que viaja en el tracto periventricular del rafe dorsal
descendiendo al nivel de 1a regién periventricular del tercer ventriculo para

terminar en la porcion caudal del NSQ. Olra proyeccidn del rafe dorsal se



extiende dorsolateralmente a la HIG y nucleo geniculado ventral (VLG), con
algunas fibras continuando a través de las comisuras supradpticas para entrar
al supraquiasmatico de forma ventral. Del rafe medial surge una proyeccion que
corre dentro del haz medial del cerebro anterior y que se extiende
ventromedialmente desde el hipotalamo rosiral hasta llegar al NSQ (Azmilia y
Segal, 1978, Morin, 1994). Estos resultados no son consistentes con los
estudios de lesiones discretas mostrando que el rafe medial y no el dorsal es la
fuente primaria de inervacion serotoninérgica a el NSQ (van de Kar y Lorens,
1979), por ofra parte en olro estudio en el que se utiliza marcaje retrdgrado del
rafe y en el cual no se muestra la presencia de ninguna aferente del rafe dorsal
al NSQ o a la HIG (Vertes, 1991).

Aunque el origen preciso de la aferencia de la zona del rafe al NSQ
permanece por sef aclarada; se ha visto por marcaje retrdgrado y anterogrado
una conexion retinal directa hacia el rafé dorsal en la rata, aunque no se puede
descartar que el marcaje obtenido sea a través de neuronas extrarelinales que
también comuniquen con el rafe dorsal (Foote y cols., 1978; Hao y Semba,
1994).

Dentro del NSQ se ha estimado que el 45% de las terminales
serotoninégrgicas forman sindpsis con células inmunchistoquimicamente
identificables (Foote y cols., 1978, Card y Moore, 1991)

Al igual que las dos vias descritas anteriormente, las terminaciones de

ésta proyeccion se traslapan con las del RHT y el TGH (Card y Moore, 1991).



Existe una gran canlidad de trabajos en los que se ha pueslo de
manifiesto la posible participacian del nourolransmisor  serolonina (5-HT)
presente en el rafe dorsal y medial en la regulacidn de los ritmos; algunos de
astos esludios se mencionan a conlinuacion.

En experimentos conductuales se ha observado que la lesion de los
nucleos mediales y dorsales del rafe parece aloctar la amplitud del ritmo de
actividad locomecion en la rata, sin embargo no parecen afeclar el acoplamiento
a el ciclo L-O (Karn y Moberg, 1977, Levine y cols., 1986).

Teniendo en cuenta que la 5-HT es el neurolransmisor identificado de
ésla via se ha encontrado que el tratamiento crénico de hadmsters con clorgilina
(un inhibider de la moneamino oxidasa) o la fluoxetina (un potente inhibidor de
la recaplura de 5-HT), incrementan el periodo de aclividad locomolora, alleran
la curva de respuesta de fase a pulsos breves de luz, alleran la curva de
aclividad locomolora de animales mantenidos en condiciones de luz oscuridad u
oscuridad constante, acertan el periodo en la actividad locomolora en oscuridad
constante e incrementan el radio de actividad reposo en animales mantenidos
en oscuridad constante (Duncan y cols., 1988, Possidenle y cals.,, 1991). La
deslruccion del sislema serotoninérgico con la toxina 5,7- Dihidroxidopamina
produce avances en el inicio de actividad locomotora en ratas mantenidas en
un ciclo luz-oscuridad (Possidente y cols., 1991) y producen una respuesta mds
robusta de la regién de retrasos de fase de la PRC en animales que son

mantenidos en oscuridad continua (0-Q) (Morin y Blanchard, 1991). La



deplesion de monoaminas modifica el acoplamiento y la respuesta a la luz del
ritmo de aclividad locomotora en el hamster (Peney y cols., 1993)

Dalos adicionales han mostrado que en el NSQ se presenta un ritmo en
los niveles de 5-HT, en condiciones de L-O y que se mantienen en 0-0, dicha
ritmicidad no se observa en otras regiones cerebrales como el hipoldlamo
anterior y corteza (Cagampang e Inouye, 1994).

£n complemento con éstas observaciones, se ha reportado que en el
NSQ se presentan abundantemente los receptores 5-HT,, y 5-HT,; y un
pequeno nimero de raceptores 5-HT . y 5-HT, (Prosser y cols., 1993). Estudios
electrofisiologicos han mostrado que el ritmo de aclividad neuronal puede ser
“reseteado” por la aplicacion de 5-HT en el bafio (Medanic y Guillet, 1992). El
agonista inespecifico quipazina induce cambios de fase en la actividad neuronal
actuando al menos en dos lipos de receplores a 5-HT, parece actuar
primariamente en receptores 5-HT,, para inducir avances defasea CT 6y en
un receptor 5-HT no bien caracterizado, posiblemente del subtipo 5-HT, , para
inducir retrasos de fase durante la noche (Prosser y cols., 1993). Resullados
similares se han abtenido en esludios conducluales (Edgar y cols., 1993).

Los registros de actividad unitaria han mostrado que las neuronas del
NSQ que responden a estimulos luminosos son inhibidas por dosis bajas de
quipazina (agonista 5-HT), mientras que el antagonista serotoninérgico
metergolina revierte el efecto producido por la quipazina (Miller y Fuller, 1990),

En esludios donde se registra el ritmo de aclividad extracelular espontanea in
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vitro, la aplicacién de 5-HT durante el dia subjelivo induce avances de fase.
(Medanic y Guillete, 1992).

En general el sistema seroloninérgico aparentemente podria ejercer una
madulacién inhibiloria del sistema circAdico en repuasta a la luz (Meijer y Groos,

1988).

1.3.6 OTRAS AFERENTES AL NSQ

Ademds de las aferentes ya descritas, el NSQ recibe proyecciones de
olros nucleos hipotalamicos y talvez de estructuras del cerebro anterior, asi
como una aferencia hormonal proveniente de la glandula pineal fa cual es la
encargada de producir la hormona Melatonina. Dicha hormona es capaz de
sincronizar algunos rilmos como se ha mencionado anteriormente (Cassone y
cols., 1986a y b) y de "resetear” también el ritmo de actividad eléctrica neurenal
det NSQ (McArthur y cols., 1991). Recienlemente se ha descrito una via
aferente al NSQ originada en el nicleo talamico paraventricular {Moga y cols.,
1995) de la cual se desconoce su papel funcional en relacion los ritmos

circadicos (Fig. 5).
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Figura 5. Aferentes al NSQ. En este esquema se representan solamente las tres
aferentes al NSQ mas estudiadas, que son el tracto retino-hipotalamico (RHT), el tracto
geniculo-hipotatdamico (TGH) y el tracto rafe-hipotaldmico (TR). Ademds se muestra la
localizacion espacial en el cerebro de la rata. Hojuela Intergeniculada (HIG)

1.3.7 INTERACCION DE LAS AFERENTES DENTRO DEL. NSQ

Estudios morfologicos del supraquiasmatico, han mostrado interacciones
enire células serotoninérgicas y  NPYérgicas (Bosler y Beaudet, 1985,
Kawakami y cols., 1985 ) y células gabaérgicas y NPYérgicas dentro del NSQ,
ademas se ha demostrado que neuronas inmunoreactivas a VIP de 1a region
venlral del NSQ se traslapan con sitios que recapturan (3H)5-HT (Guy y cols.,
1987; Francois-Bellan y cols, 1990). En otro irabajo se han demostrado

interacciones celulares entre céfulas ViPérgicas y VPresinérgicas del NSQ
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(Daikoku y cols., 1992, Ibata y cols., 1993). La dependencia de algunos de los
sistemas que forman parte de las aferentes se ha reportado en el trabajo de
Kawakami y cols. (1985) en donde la destruccion del sistema serotoninérgico
con 5,6-dihydroxitriptamina tambien disminuye la inmunoreactividad a VIP pero

no a vasopresina (VP) dentro del supraquiasmatico.

1.3.8 EFERENTES DEL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO

L.a mayoria de conexiones que parten del NSQ se dirigen hacia niicleos
hipotalamicos, especialmente al nucleo paraventricular (PVN) en su division
dorsal, al nucleo periventricular en su parte parvocelular y a la parte medial del
nucleo hipotaldmico dorsomedial. Muchas fibras  cursan en la region
retroquiasmatica y pasan a los bordes mediales y venltrales del nicleo ventral
hipotalamico, asi como a través de la zona central de éste mismo nlcleo.
Algunas fibras en el borde lateral del ventromedial hipotaldmico se extienden
dorsomedialmente en el area hipotaldmica posterior y la sustancia gris
mesencefdlica. El mayor numero de proyecciones extrahipotatdmicas se dirigen
al nucleo periventricular taldmico (Berk y Finkelstein, 1981).

De una forma més especifica las aferentes en la rata se han agrupado
en seis componeites que proyectan a un gran namero de zonas intra y extra-

hipotaldmicas. A continuacion se describen los seis componentes.
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1) Fibras que se dirigen rostralmente a el area preoplica, particularmente
a la parte venlral del area predplica medial, el ntcleo periventricular
anteraventral, y el nucleo predptico anterodorsal.

2) La proyeccion mas importante (dentro de la zona paraventricular)
comienza en el borde del NSQ y corre dorsocaudalmente hacia el borde ventral
del nucleo paraventricular del hipotalamo. Las fibras continGan caudalmente
dentro de la region medial a el nicleo dorsomedial y finalmente dentro del
hipotalamica y la region rostral de la sustancia gris periacueductual.

3) Fibras que proyectan caudalmente a través del area retroquiasmatica
para terminar entre los nucleos arcuato y ventromedial.

4) Una via dirigida dorsalmente dentro de los nucleos principal e
intrafascicular del nlcleo del lecho de la estria lerminalis, el nlcleo
paraventricular de! tédlamo y el nucleo paratenial.

5) Una via pequena a nucleo septal intermedio lateral.

6) Una projeccidn dirigida lateralmente que pasa por el tracto optico para
terminar en la hojuela intergeniculada (Walts, 1991).

En el hamster se ha mostrado un patrdn muy similar en las eferentes del
supraquiasmatico marcadas con leucoaglutinina de Phaseolus vulgars que se
divide en cuatro grupos (Kalsbeek y cols., 1993, Morin y cols., 1994).

1) Una proyeccidn anterior a el septum venlral lateral, al nGcleo cama de

la estria terminalis y al paraventricular talamico anterior.
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2) Una proyeccion periventricular hipotaldmica que se extiende de la
region preoptica a el rea premanmilar.

3) Una proyeccion laidmica lateral a la hojuela intergeniculada y al
geniculado lateral ventral.

4) Una proyeccion posterior al paraventricular talamico posterior , nicleo
precomisural y nucleo prelectal olivar.

Para investigar la naturaleza bioquimica de éslas proyecciones, en un
trabajo realizado por Kalsbeek y cals., (1993) se reporta que despues de la
lesion bilateral del NSQ se induce ia desaparicion de fibras que contienen VP,
VIP 6 GRP del nucleo pfebp(ico medial (MPN), nicleo paraventricular del
tdlamo en su parte anterior (PVA), nacieo supradplico (SON), ntcieo
paraventricular del hipatdlamo (PVN) y del nicleo dorsomedial del hipotdlamo
(DMH) en su parte medial.

Las tesiones revelan que las proyecciones mas densas de fibras de VP
san hacia el MPN, PVA, regiones anteriores y mediales del PVN y DMH medial.
Las fibras que se derivan del NSQ y que son inmunoreactivas al VIP fueron muy
abundantes en el drea subparaventricular, de la parte anterior y medial del PVN,
la parte medial del DMH y ei PVA. En la region predptica se ve poca inervacion
de fibras que contienen VIP. En lo que se refiere a GRP, solo el 4rea
subparaventricular, ¢l DMH medial, el PVA y el SON se consideran coma zonas
blanco de fibras que contienen GRP (Kalsbeek y cols., 1993). En el hamster

también se ha descrilo una clara inervacion del NSQ contralateral, sin embargo
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el conlenido de ésla proyeccion es desconocida aunque al menos parte

contiene VIP (Card y cols., 1981) (Fig. 6).
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Figura 6. Eferentes del NSQ. A partir del NSQ se originan una gran cantidad de
eferentes a través de las cuales distintas partes del Sistema Nervioso reciben
informacién temporal que ha sido procesada dentro del supraquiasmatico. En ésta
figura se muestran en una vista sagital (panel A) y enuna vista horizontal (panel B) las
mayores vias eferenles identificadas en roedores. AHA-Hipotdlamo anterior;, DMH-
Hipotdlamo dorsomedial; LGN-Nucleo geniculado lateral; LS-Nlcleo septal lateral,
MPO-Area predptica medial; PHA-Area hipolaldmica  posterior;PVH-Nlcleo
paraventricular  hipotaldmico;PVT-Nlicleo  paraventricular  taldmico;VMH-Nucleo
ventromedial hipotaldmico; ZI-Zona incerta,
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Esta bien eslablecido que la informacion luminosa ambiental es la
principal sefal que sincroniza algunas conductas rilmicas presentes en los
organismos en respuesta al ambienle externo. Esla  sincronizacian
posiblemente es a lravés de la regulacion de la actividad del NSQ. La
informacion luminosa es transmitida al NSQ a lravés de sus dos principales
aferentes que son el RHT y el TGH, aunque posiblemente también por el TR.
Es muy importante hacer nolar que las aferenles no solo proyeclan al  NSQ
sino que ambién al hipolalamo circundante y que dentro del NSQ las aferenles
se lraslapan en una misma region del nuclec (posiblemente sobre una misma
neurona del NSQ) y establecen contactos sinapticos. Sin embargo, hasia el
momento no se ha establecido de qué manera las inleracciones de las aferentes
modulan la actividad eléctrica de las neuronas que se encuentran dentro del
NSQ.

Se ha observado que las células del supraquiasmalico cambian su
frecuencia de disparo frente a la estimulacion de las aferentes féticas;, a las
células que responden a estos eslimulos se les ha llamado neuronas visuales
del NSQ (Groos y Mason, 1978; Sawaky, 1979; Groos y Mason, 1980; Meijer y
cols., 1986). La respuesta puede ser tanlo de aumento en la frecuencia de
disparo, como disminucién en la misma, pero se ha observado que las
neuronas responden en mayor proporciéon con un aumento en la frecuencia de
disparo que con una disminucion. Sin embargo, en condiciones basales los dos
tipos de neuronas no difieren en su frecuencia de disparo (Meijer, 1991). Segun
Groos y Mason (1986), en especies como el galo, la rala y el hamster la

mayoria de las células son activadas por la luz siendo aproximadamente el 80 %



del total de las células estudiadas. Tambien existen lambién células que no
responden a ningun tipo de estimulacion.

Las latencias de las respuestas excitalorias varian entre 50 a 140 mseg,
los 200 mseg a 20 seq y de los 100-160 mseg para las respuestas inhibitorias.
Estas diferencias en las lalencias podrian deberse a las diferentes
preparaciones experimentales en las que se trabajaron y a los diferentes
pardmetros de estimulacion utiizados en cada uno de los experimentos
realizados (Groos y Masaon, 1978, 1980; Sawaky, 1979; Meijer y cols., 1986).

Las neuronas visuales que responden alteran su frecuencia de disparo
coma funcion manotonica del nivel de iluminacion. Los umbrales para las
respuestas visuales son 10 lux en el hamster y 0,1 lux en la rata, ocurriendo la
saturacion a 500 lux {Meijer y Rietveld, 1989).

La localizacidén de las células que responden a la estimulacion {Stica
coincide con los campos terminates de las vias aferenies foticas principalmente
en la region veniral. Es curioso observar que el estimulo al cual las neuronas
responden con mayor efectividad no son las transiciones entre cambios rapidos
de iluminacion, sino que son los estimulos foticos que se presentan por
periados prolongados de tiempa o que son directamente presentados en la
retina completa (Card y Moare, 1981; Meijer, 1991).

Tanto las células activadas como las suprimidas mantienen su respuesta
hacia el estimulo fotice aun cuando se ha lesionado el TGH, lo cual sugiere que
el RHT es el tnico que media los dos tipos de respuesta (Meijer, 1991).

Por olra parte se ha establecido que la eslimulacién fdtica de larga
duracion puede producir cambios de fase en ritmos de actividad de acuerdo a la
hora circadica en la que se aplican y que podrian ser el resultado de un cambio
en la aclividad eléclrica generalizada del nicleo. Algunos irabajos han mostrado

que la estimulacion eléctrica del RHT modifica la aclividad eléclrica en
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rebanadas de NSQ , sin embargo hasta el momento no se ha estudiado el
efecto de la estimulacion eléclrica del la HIG sobre la actividad eléclrica de)
NSQ.

En base a éstos antecedentes, se propone en el presente trabajo,
investigar el efacto de la estimulacidn con pulsos de Wz de corta duracion (5
mseg) aplicados a la retina sobre la actividad eléctrica unitaria del NSQ, asi
mismo estudiar el efeclo de estimulacion eléctrica de la HIG sobre la actividad
eléctrica unitaria del NSQ.

Adicionalmente, para explorar la interaccion de las aferentes RHT y TGH
se propone estudiar el efecto de la estimulacion simultanea fética de la retina y
eléclrica de la HIG sobre la actividad unitaria del NSQ.

Este estudio permilira tener mayor informacion para tratar de enlender el
papel que juegan por separado algunas aferentes y de su interaccién para el

control de la actividad eléctrica del NSQ.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS:

Hipdtesis General;

1. El NSQ esta organizado en microcircuitos funcionales, cada uno de los
cuales se encarga de regular diferentes aspectos de 10s ritmos circadicos.

Objetivos Generales:

La comprobacion de parte de esta hipdtesis general se llevara a cabo
cumpliendo con los siguientes objetivos:

1. Caracterizar en el NSQ los procesos de integracién de la informacion de sus
aferentes a lravés del andlisis de 1os cambios en la excilabilidad de neuronas
del NSQ producidos por la estimulacidn individual y simultdnea de 2 de sus
aferentes.

Hipotesis Especificas:

i) La eslimulacion eléctiica de las diferentes aferentes del NSQ modificara la el
nivel de respuesta de grupos neuronales especificos en cuanlo a su funcion

dentro del NSQ.
i) La respuesta de neuronas del NSQ a la estimulacién {Glica de la relina
puede ser modulada por la estimulacién simultinea de otra de las aferentes al

ntcleo.

Objetivos Especificas:

La comprobacion de estas hipbtesis se llevard a cabo cumpliendo con los
objetivos respeclivos:

Sobre la actividad eléclrica unitaria del NSQ:
i) Determinar los efectos de la estimulacion eléctrica de la Hojuela

Intergeniculada.

ii) Determinar los efectos de la estimulacién eléctrica de la Hojuela
Intergeniculada simultdneamente a 1a estimulacion ftica de la retina.
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4, METODO

Animales y cirugla.

En los experimgntos se utilizaron ratas macho do la cepa Wistar y
Sprague Dawley de 180-200 gr de peso, las cuales se colocaron en cajas de
Plexiglas 5X10X15 (fondo x largo x ancho), en grupos de cuatro a cinco ratas de
la misma cepa por caja. Los animales se mantuvieron en un cuarto bajo un ciclo
de luz-oscuridad 12:12 hr (las luces se encendian a las 8:00 hr), desde el
nacimiento hasta el dia de! experimento, con agua y alimento ad libitum. La
intensidad luminosa a nivet de la caja se mantuvo en 450 tux en promedio
durante el periodo de iluminacién hasta el dia del experimento.

La cirugia se llevd a cabo en condiciones asépticas. las ratas se
anestesiaron con Uretano (Sigma, Co.) a una dosis de 1.2 g/Kg., y si era
necesario se administraban una 0 dos dosis adicionales de anestésico de 0.6
g/Kg para mantener el nivel de anestesia adecuado durante todo el
experimento. La mayoria de veces, una sola dosis de Uretano fue suficiente
para una sesidn experimental de 4 a 6 hr de duracion que iniciaba alrededor de
las 10:00 hr y terminaba entre las 14:00y 16:00 hr.

Cuando el animal se encontrd completamente anestesiado, se colocé en
un aparato estereotaxico (David Kopf, Co.). Después de montar al animal
correctamente en el eslereotaxico se realizaron incisiones en la piel de la rata
para exponer el craneo y poder realizar las trepanaciones necesarias para la
colocacion de los electrodos. Se hicieron tres lrepanaciones las cuales
correspondian a: a) electrodo para estimulacién de la hojuela intergeniculada de
acuerdo a las coordenadas de Paxinos (1982) P:.4.3; 1.:3.2; V:3.5, b) micro-

electrodd para el registro de aclividad unitaria extracelular (se utilizara el
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término de unidades) dentro del NSQ P:0; 1.0, V:6.2 y ¢} eleclrodo indiferente
en el hueso etmoidal.

Una vez que se fuvieron los trépanos haechos se llevé a cabo la
colocacion de los electrodos de eslimulacion y de registro de unidades.

Para la estimulacién de la HIG se ulilizé un electrodo bipolar, elaborado
con alambres de una aleacion de cromo-niquel aislados con una cubierta de
tefldn y trenzados, cuyo didmefro de cada una de las punias fue de 300 um. El
electrodo se coloco en una torre del estereotdxico y se llevo hasta la HIG (P:4.3;
L:3.2; V:3.5 lomando como referencia a bregma). Una vez colocado, el electrodo
se fijo al cranea con cemento dental y se relird la torre, El microelectrodo para
registro de la actividad unitaria del NSQ se colaco en ia posicion adecuada
(P.0; L.0; V:6.2) con la ayuda de un microposicionador hidraulico (David Kopf
Co. Mod. 650), a través del trepano realizado a nivel de Bregma, Un pequeiio
tornitio de acero inoxidable, se colocod en el hueso etmoidal a modo de ser
usado como un slectrodo indiferente.

Al final del experimento, fa posicion de los electrodos de estimulacion y la
Gltima posicidn del electrodo de registro de unidades se marco con una iesion
electrolitica de la siguiente forma: por medio de un estimulador (Grass, Co. Mod.
$6800) se aplicd un pulso de corriente directa el cual se pasé a traveés de una
unidad de corriente conslanie (Grass Insirumenis Co., Mod. CCU1A). La unidad
de corriente constanle se conectd directamente a los electrodos. Para el
alectrodo de estimulacién de Ja HIG se aplicéd un pulso de corriente de 1 mA de
intensidad con una duracion de 5 segundos mientras que para el electrodo de

registro del NSQ se aplico un pulso de corriente de 0.5 mA de intensidad con

una duracién de 2 sequndos.
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Registro de la actividad unitaria.

Se ulilizaron microeleclrodos de tungsteno de 10 a 15 Mohms para
registrar la aclividad eléclrica extracelular. La seiial amplificada  (pre-
amplificador A.C Grass, Mod. P500) fue filtrada a una banda final entre 300 y
10,000 Hz. La actividad neuronal y un pulso generado por el estimulador el cual
se ulilizé como un pulso de sincronia fueron registrados en cinta magnética para
analisis posterior.

E! electrodo de registro se coloco 1 6 2 mm. por arriba del borde dorsal
del NSQ, desde ésle punto el electrodo se bajo en pasos de 10 um por medio
de el microposicionador hasla enconlrar una unidad. Cuando se delectd una
unidad, se registrd por dos minulos la aclividad espontanea (registro control),
después la respuesta neuronal a la eslimulacion fotica de la retina, la
estimulacion eléctrica de la hojuela y la eslimulacion simultanea de la retina y de

la HIG también se registraron.

Estimulacién de las vias aferentes.

£l RHT se estimulo a través de la aplicacién de pulsos de luz a la retina
de la rala por medio de una lampara estroboscopica que se colocd 15 cm.
frente a los ojos del animal, el estimulo consistio de flashes de 600 lux de
intensidad con 5 mseg de duracion y una frecuencia de 0.5 Hz. La estimulacién
de la HIG consistio de pulsos cuadrados DC de 1.2 mA de intensidad con 0.5
mseg de duracion, y una frecuencia de 0.5 Hz.

El protocolo de estimulacién consistié de 25 pulsos de sincronia sin
estimulacion, 25 flashes de luz, 25 pulsos de eslimulacidn eléctrica y 25 flashes
y pulsos eléclricos presentados simultdneamente. Al final del prolocolo de
eslimulacion el electrodo se movio 100 ym y se busco otro disparo neuronal.

Esle procedimienito permilié asegurarmos que se eslaba registrando una unidad
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de una neurona diferente, pues la unidad previamente registrada desaparecia
de la pantalla del osciloscapio. El trayecto del electrodo finalizé cuando se llegd
a la porcion medial del quiasma optico. Se realizaron cualio lrayeclos por
animal, dos al lado izquierdo y dos al lado derecho de la finea media.

Con el fin de tener un estimado del retraso sindptico que ocurre desde la
retina hasta en NSQ se registrd  en 5 animales la respuesta multiunitaria  del
quiasma Optico  {en la porcion del nervio optico que se enconlraba
precisaments por debajo del NSQ) provocada por la estimulacion fética de la
retina. El prolocolo de eslimulacion se realizo de forma similar a la que se llevd
a cabo en la manipulacién anterior. De igual manera, los parametros de
estimulacion son los mismo que los descritos anteriormente para fa estimulacion

fotica de la relina y registio de actividad unitaria en el NSQ.

Histologla.

Posteriormente el animal recibié una sobredosis de pentobarbital sodico
y se perfundio por via transcardiaca con 100 mi de una solucidn de NaCl al 0.9
% seguida de 300 ml de formalina al 10 % en H,0 destilada,

El cerebro de la rala se removio de la cavidad craneana y se post-fijo por
24 hr con la solucion fijadora a 4 °C. Mas larde, el tejido se transfirié a
soluciones de sacarosa en concentraciones crecientes (10%, 20% y 30%) hasta
que el cerebro se sumergiera en el recipiente.

Después de la sacarosa al 30%, los cerebros se sacaron de la solucion y
se cortaron en secciones coronales de 40 pm de espesor en un criostato
(Reichert-Jung, Co.) a -10 °C. Los cortes obtenidos se colocaron en pozos (2
cortes por pozo) conteniendo buffer fosfatos 0.1 M y pH 7.2. El orden de los
cortes colocados en los pozos se llevo a cabo en una direccion antero-

posterior,
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Tincién de los cortes.

Los cortes se montaron en portaobjetos cubiertos con gelatina (0.2%) , se
tifiieron con violeta de cresilo y se deshidrataron en concentraciones crecientes
de alcohol etilico (70%; 95%; Abs). l.os cortes se aclararon en Xilol y se
cubrieron con Permount (Baxter, Co.). La laminillas tefiidas se almacenaron

para su andlisis posterior.

Anélisis de resultados.

El andlisis de datos se llevd a cabo en una sesion independiente con
ayuda del programa Experimenter’'s Workbench (Brain Wave Inc.). lLa sefal
grabada en la cinta magnética primero se digilaliz0 a 20 KHz, y la unidad a
astudiar se selecciond con una ventana discriminadora, finalmente el andlisis de
las unidades consistid de la estimacion de la frecuencia de disparo promedio
antes y después de cada tipo de estimulacion y de la construccion de
histogramas peri-estimuio, histogramas de intervalos interespigas e histogramas
de frecuencia a lo largo del tiempo. Los histogramas peri-estimuio se refieren a
ia representacion gréfica del nimero de cuentas de los disparos neurcnaies en
lapsos de tiempo regulares (bins) antes y después de la presentacion de un
estimulo especifico; los histogramas de intervalos interespigas se refieren a la
representacidn grafica de los intervalos de tiempo que transcurren entre cada
disparo neuronal; y los hislogramas de frecuencias a lo largo del tiempo se
refieren a la frecuencia de disparo que presenta una neurona determinada a lo
largo de un periodo fijo de tiempo.

Se consideraron respuestas excitatorias cuando las cuenlas del numero
de disparos en cualquier bin de 1 mseg an los 500 mseg inmediatamente

despusés de Ia astimulacion fue 200 % mayor que la maxima cuenta encontrada
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500 mseg antes de la estimulacion. Las respuestas inhibitorias se consideraron
cuando la duracidn de cualquier periodo silente (sin disparo) después de la
estimulacién fue 200 % mas largo que cualquier periodo silente antes de la
estimulacion. El andlisis esladistico se realizé con el programa Statgraph, con la
prueba de U de Mann-Whitney. El nivel de alfa se selecciond a un valor de 0.05.

La localizacion de los electrodos se verificd por el analisis histologico de
secciones seriales de cortes coronales de 40 ym tenidos con violeta dae cresilo.
La localizacion de las neuronas registradas se estimd al comparar la posicion
del electrodo al momento de! registro de acuerdo a la bitdcora del experimento,
con el sitio de lesion determinado en dibujos realizados bajo la camara lucida.
La localizacion del electrodo de estimulacidn de la HIG en el talamo se
determino directamente de los dibujos en la camara ltcida.

De acuerdo a la localizacion de las neuronas registradas se dividieron en
neuronas que estaban dentro 0 fuera del NSQ. Adicionalmente las neuronas se
dividieron en neuronas que respondian o no a algin tipo de estimulacion tanto
dentro como fuera del NSQ y todas se analizaron por separado.

Se estimo la latencia y duracion de las respuestas a los diferentes lipos

de estimulacion,
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§. RESULTADOS

Se ragistraron un lotal de 262 neuronas en 61 animales (con un
promedio de 4 neuronas registradas por animal). El andlisis histolégico mostro
que 82 (31.3 %) neuronas se localizaron dentro del NSQ y 180 (68.7 % )
neuronas se localizaron en el drea hipotaldamica circundanle (no-NSQ). Las
neuronas se localizaron en unaregion que comprendia un radio de 1,500 ym,
donde el NSQ se encontraba al centro.

El andlisis por cepa nos mostro que del lotal de neuronas registradas,
184 se regisiraron en 56 ratas de la cepa Wislar (con un promedio de 3
neuronas registradas por animal) y 78 neuronas se registraron en 5 ratas de la
cepa Sprague Dawley (con un promedio de 15 neuronas registradas por
animal). E! analisis histoldgico de las ratas Wistar moslrd que 63 (34.2 %)
neuronas se localizaron dentro del NSQ y 121 (65.8 %) neuronas se lucalizaron
en el area hipotalamica circundante. En el caso de las neuronas registradas en
las ratas Sprague Dawley, 19 (24.3 %) se localizaron dentro del NSQ y 59 (75.6
%) se localizaron en el drea hipotalamica circundante. La distribucion de las
neuronas se muestra en lafigura 7y 8.

En cuanto a la frecuencia espontanea de disparo no se encontraron
diferencias significativas entre las neuronas dentro del NSQ (0.9 + 0.85 Hz) y
neuronas fuera del NSQ (1.12 + 1.3 Hz) en las ratas Wistar. Lo mismo ocurrio
en las ralas Sprague en donde la frecuencia espontdnea de disparo de las
neuronas NSQ fue de 1.20 + 1.74 Hz y la de las neuronas no-NSQ fue de 0.94
+1.37 Hz,
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Figura 7. Localizacidn de los sitios de registro de neuronas registradas en ratas de
la cepa Sprague-Dawley. Se muestran los sitios de regislro de las neuronas que
respondieron a algln tipo de estimulacion en el lado izquierdo de fas figuras y de fas
neuronas que no respondieron en el lado derecho de las figuras (circulos cerradas). En
el panel A se muestran los dibujos serales de las dreas del hipotdlamo en donde se
registraron neuronas que estuvieron fuera del NSQ. En B, se representa el drea de
registro dentro del NSQ. (en * aparecen las células que si respondieron a aligun tipo de
estimulacion). Los circulos abiertos representan neuronas que respondieron al estimulo
de luz, los cuadrados cerrados represenlan neuronas que respondieron a ia
estimulacién eféclrica de la HIG; finalmente los asleriscos representan neuronas que
respondieron a la eslimulacion simuildnea de fas dos alerentes. En la parte superior de
C. se muestra una lesidn en la parte ventrat del NSQ producida at final de un trayecto
del microelectrodo de registro; en la parte inferior se representa ef sitio de lesidn
donde estuvo colocado el electrodo de estimulacion de fa HIG, OX, quiasma éptico;
3V, tercer ventriculo; SCN, nucleo supraquiasmalico; dig, nicleo geniculado dorsal
lateral, vig, nicleo geniculado ventral lateral; mg, nucleo geniculado medial; hi,

hipocampo. Barra de calibracién 250 pm.
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Figura 8. Localizacidn de los sitios de registro de neuronas registradas en ratas de
la cepa Wistar. Verfigura 7. En esle caso no se muestra e} panel C.
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Al comparar la frecuencias de disparo de las neuronas registradas en
las dos cepas por su localizacion {es decir, NSQ Wistar vs. NSQ Sprague y no-
NSQ Wistar vs no-NSQ Sprague} no se encontraron diferencias significativas,

por fo cual se tomo como un solo grupo af total de células registradas en ambas

cepas.
Teniendo en cuenta a las dos cepas como un solo grupo se encontrd que

la frecuencia espontdnea de disparo de las neuronas dentro def NSQ fue de
0.87 + 0.93 Hz y de las neuronas no-NSQ fue de 1.05  1.32 Hz, sin
encontrarse diferencias significativas entre 10s dos grupos de neuronas.

Ambas poblaciones (neuronas NSQ y no-NSQ) respondieron a la
eslimulacion retinal 6 a la de la HIG, pero solo fas neuronas del NSQ
respondieron a amhos tipos de estimulacion.

De las 82 neuronas del NSQ, 25 de ellas {30.5 %) respondieron a algin
tipo de estimulacion. De estas neuronas, un 48 % respondieron a la
astimulacion retinal y 28 % respondieron a la estimulacién de la HIG. Se
observd una sobreposicion del 24 % de neuronas las cuales raspondieron a tos
dos estimulos. La estimulacion de fa reiina produjo de manera general
respueslas excitatorias en un 41.7 % (Fig. 9a) y respuestas inhibitorias en un
58.3 % de las unidadaes (Fig. 9b). La estimulacion en la HIG produjo respuestas
excitatorias en un 28.5 % y respuestas inhibitorias en un 71.5 % de las unidades
{Figs. 9c y d) La respuesla excilatoria a la estimulacién retinal mostro una
latencia promedio de 50.3 & 17.43 mseg y la de la estimulacion a la HIG fue de

50.8 + 34.7 mseg. En cuanto a las respuestas inhibitorias, las producidas por la
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estimulacion retinal tuvieron una duracion de G7.5 + 41.5 mseg; por olra parte,
las producidas por la estimulacion de la hojuela tuvieron una duracion de 145.4
+74.5 mseq.

En fa figura 10 se representa la comparacion de las respuestas para
algunas neuronas registradas dentro y {uera del NSQ.

La aclividad multiunitaria registrada en las fibras def quiasma 6éptico,

presentaron 4 olas sucesivas de activacidn después de un pulso de
estimulacion; de las cuales las primeras dos olas mostraron latencias de 32.7

8.6y 75.0 + 3.0 mseg respectivamente (Fig. 11).
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Figura 9. Histogramas perl-estlmulo. Se muestran 4 ejemplos de las respuestas
generales de excitacion ¢ supresidn  encontradas en neuronas del NSQ. Los
histogramas A y C, corresponden a respueslas de excilacion producidas por la
eslimulacidon con pulsos de luz & por estimulacion eléclrica de 1a HIG. En los
histogramas B y O, se gjempiifican ias respuestas de supresién producidas por la
estimulacion con luz de la relina 6 eléclrica de la HIG.
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Figura 10. Histogramas peri-estimulo. Los histogramas son ejemplos espacificosde
las respuestas registradas en neurcnas tanto dentio como fuera del NSQ. Ef panel A
representa una neurona dentro del NSQ que responde con una supresion a la
estimulacion de la HIG. EI panel B representa una neurona fuera del NSQ que
responde con una suupresion a la estimulacion de la relina. Ef panel C representa una
neurona dentro del NSQ que responde con una excitacion a la estimulacion de la HIG
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Figura 11. Dot-Raster. El Dot-Raster de conslruyo a partir de la respuesta multiunitaria
registrada despues de Ia estimulacion con luz de la retina (flecha). Se pueden apreciar
las dos oleadas de activacidn, la primera a los 33 mseg aprox. (*) y la segunda a los 75
mseq aprox. (+).

De las 180 neuranas registradas fuera del NSQ solo 13 (7.2 %)
respondieron a algun tipo de estimulacion. De éstas neuronas, 538 %
respondieron a la estimulacion de la retina y 46.2 % respondieron a la
eslimdlacidn de la hojuela. Ninguna de las neuronas registradas fuera del NSQ
raspondieran a ambos tipos de estimulacion. La estimutacion retinal indujo
respuestas excitatorias en 50 % de las unidades, la lalencia de respuesta fue de
35.0 + 5.0 mseg. Las respuastas inhibitarias presentaron una duracion de 242.3
+ 145.7 mseg. La estimulacion de la hojuela produjo sclo respuestas inhibitarias
con una duracion de 196.3 + 105.65 mseg

Al considerar todas las neuronas registradas, se encontraron diferencias

en la frecuencia de disparo espontdnea, entre las neuronas que responden y

71



que no responden, sin tomar en cuenta su ubicacion ni el tipo de estimulo
aplicado. Las frecuencias de disparo fueron 2,24 + 2.3 en neuronas
responsivas y 0.96 + 1.2 Hz en neuronas no responsivas. Las diferencias
fueron significativas de acuerdo con la prueba de U de Mann-Whitney (Z=4.53,
p<0.001).

&l andlisis de histogramas interespigas mostraron dos tipos de patrones
de disparo. El palron mas frecuente consistié de una distribucion asimélrica
semejante a la distribucion de Poisson (Fig. 12a). Un segundo patrén consistio
de una distribucion asimétrica, caracterizada por agrupamientos en multiplos de
un intervalo bdsico, generalmente de mas de cualro picos de amplitud

decreciente. (Fig. 12b).
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Figura 12. Histogramas de Intervalos. Los dos pationes de disparo observados en fas
neuronas registradas se muestran en esta figura. E! panel A representa a una neurona
con una distribucién parecida a la de Poisson, mientras que el panel B muestra una
neurona con una distribucion harmonica.

7



En fa mayoria de los casos el patrdn mostrado por las neuronas
permanecia sin cambio después de las diferentes tipo de estimulacion (Fig. 13)
Sin embargo, algunas neuranas mostraran un cambio en el patran de disparo
daspués de la estimulacion simultanea de la retina y la hojusla intergeniculada.
En estos casos las neuronas que originalmente presentaron una distribucion
interespigas asimétrica (durante el periodo basal y la astimulacion retinal 6 de la
HIG), cambiaron a el segundo patron despuéds de la estimulacion simultdnea de

la retina y la hojuela (Fig. 14).
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Figura 13. Histogramas de intervalos. Los histogramas representan los dos tipas de
patranes de disparo encontrados y que ademas no cambian bajo ninguna de las
condiciones de estimulacién. £l panel A muesira el patrén de disparo de una neurona
fuera del NSQ y que presenta un patrén de Poissan. El panel B muestra el patron de
dispara de una neurona dentro del NSQ que presents un patrén harmonico.
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Figura 14. Cambio de patron de disparo. En estos histogramas de Intervalos se
muestra el cambio de patrdn ocurrido en una neurona del NSQ de un patrén de disparo
de Poisson a un patron harménico cuando se estimulan dos aferentes
simultaneamente. En el panel A se muestra la condicidn basal, en B se muestra la
estimulacién de la retina, en C se muestra la estimulacién de la HIG y finalmente en D
se muestra el cambio del patrén de disparo cuando se estimulan tanto la retina como la
HIG.
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6. DISCUSION

Los resullados enconlrados muestran que existen cuatro grupos de
neuronas en el NSQ de acuerdo a su respuesla a la eslimulacion de las
aferenles visuales, El primer grupo corresponde a las células que no responden
a ningun lipo de eslimulacion, las cuales comprenden aproximadamente a dos
tercios de neuronas. El tercio sobrante de la poblacién muestreada corresponde
a celulas que si responden, las cuales pueden ser divididas en los siguientes
tipos: tipo A, que responden exclusivamente a la estimulacion fética de la retina;
tipo B, que responden exclusivamente a la estimulacion eléctrica de la hojuela y;
tipo C, que responden a ambos lipos de eslimulacion. La proporcion de
neuronas que no responden dentro del NSQ coinciden con los datos reportados
en donde se estima alrededor de un 68 % (Meijer y cols., 198G). De los
resullados, lambién se puede observar que la informacion visual proveniente de
la HIG afecta a dos poblaciones neuronales claramente diferenciables dentro
del supraquiasmatico. Una poblacidn corresponde a una via independiente del
RHT (manifestado por las neuronas tipo B) mientras que la olra corresponde a
una via en donde la convergencia funcional de ia informacion visual
proveniente de la retina y 1a HIG (manifestado por las neuronas tipo C) se lleva
a cabo. En el caso de las neuronas de la poblacion A, éstas representan
exclusivamente a las que son afecladas direclamenle por los estimulos
luminosos aplicados.

En éste sentido, la identificacion de las poblaciones 8 y C que son
afectadas por la informacion proveniente de la HIG y de la relina adquiere
importancia, pues podriari estar representando el hecho de que la HIG procesa

dilerenie tipo de informacion (fotica y no fdlica) y la manda a diferentes
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poblaciones del NSQ. Esta establecido que la HIG no es necesaria para la
sincronizacion {dtica, pero que puede mediar algunos de los efectos
paramelricos de la luz sobre el sistema circadico ademas de qus 6s una
eslructura integradora de luminicencia (Pickard y cols., 1987; Harrington y
Rusak, 1989, Zhang y Rusak, 1989; Johnson y cols., 1989; Pickard, 1989,
Rusak y cols., 1989); esta relacion de la HIG con el procesamiento de
informacion luminosa nos lleva a pensar que dicha informacion que llega a la
hojuela y al NSQ a través del TGH podria estar incidiendo sobre la poblacion
que nosolros clasificamos como tipo C sobre la cual también converge |a
informacion luminosa proveniente del RHT.

Por otro lado, recientemente se ha establecido que estimulos no-folicos
(por ejemplo pulsos de locomocion) pueden inducir cambios de fase en el
sistema circadico de los animales (Mrosovsky, 1991; Wickland y Turek, 1991} y
pueden sincronizar ritmos de aclividad locomotora cuando son aplicados en
forma periodica (Rebbs y Mrosovsky, 1989). En otros experimentos se ha
observado que la inyeccion de triazolam (una benzodiazepina) produce cambios
de fase en los animales a través de una aumento en la actividad locomotora y
que son muy parecidos a los producidos por los pulsos de aclividad (Turek,
1989). Los cambios de fase producidos por la inyeccion de triazolam son
abolidos por la lesion de la region del geniculado lateral (Johnson y cols.,
1988c) lo cual nos hace pensar que el efeclo de la benzodiazepina lo ejerce
sobre la HIG. Finalmente para completar esta idea se tienen reportes también
muy recientes de que la HIG parece estar participando en la regulacién de los
cambios de fase inducidos por pulsos de actividad ya que su lesidn evila 6
atenua los cambios de fase producidos por estimulos no-fédticos. (Johnson y
cols., 1988c¢; Janik y Mrosovsky, 1994; Wickland y Turek, 1994). Por lo tanto es

posible especular que la poblacion tipo B que hemos registrado y que solo
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responde a la estimulacion eléclrica de la HIG podria representar a las
neuronas que estan mediando las respuestas a estimulos no-folico o
simplemente neuronas que no responden a la inlensidad del estimulo que
nosolros utilizamos, a diferencia de la poblacién C que parece representar a
células que responden a eslimulos tuminosos mediados por el RHT y el TGH.
En cuanto a la poblacién de! tipo A, ésla podria estar representando a las
neuronas que solo responden a estimulacién luminosa mediada solamente por
el RHT y en la que no participa para nada el TGH.

£n referencia a las respuestas especificas del NSQ, los resullados
indican una proporcién muy similar de neuronas que se aclivaron o se
suprimieron después de la estimulacién retinal o de la hojuela. Los resultados
difieren de los encontradus previamente (Groos y Mason, 1978,1980; Inouye,
1984) ya que indican predominantemente una aclivacion neuronal después de
la estimulacion retinal. La diferencia podria estar dada a los diferentas
parametros de estimulacion con luz entre este y esludios previos. Nosotros
utilizamos, para la estimulacion flashes cortos de 5 mseg de duracién y de alta
intensidad (600 lux), lo cual permitié producir respuestas de duracion breve, de
mas de 10 mseg para la aclivacion y 55 mseg para la inhibicion. Se ha
reportado que con estimulacion de 500 mseg, una neurona activada por luz
requiere de la presentacion de mas de 100 estimulos antes de la deteccion de la
respuesta. Aunque, una solo prugba fue suficiente para la deteccion de Ia
respuesla cuando la duracion del estimulo fue de 2 min (Meijer y cols., 1986).
Estos resultados, apoyan la hipétesis de que los cambios en la excitabilidad en
el NSQ, puede resullar en funcion de la duracién del estimulo. De manera
allernativa, ya que las neuronas del NSQ responden monoldnicamente
incrementando su disparo como funcion de la intensidad de la iluminacion, la

proporcién mas baja de neuronas activadas con luz encontradas en el presente
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trabajo, podria reflejar eslo, aunque la intensidad de la luz es alla, debida a la
corla duracion del estimulo, e! presente flujo folonico, podria ser equivalente a
una menor intensidad. En dicho caso, el nimero da neuronas aclivadas por luz
podria esperarse que fuera menor en éste estudio. Ei uso de alropina en
estudios previos para inducir midriasis, podria contar al menos parcialmente
para las diferencias reportadas.

En cuanto a la lalencias de respuesla despues da la eslimulacién de la
relina, se observd que las respuestas de activacion en el NSQ fueron
detectadas a los 50.3 + 17.43 mseg. En otros estudios se habia reportado
lalencias que se enconlraban de los 50 a los 140 mseg (Groos y Masor, 1978,
1980; Sawaki, 1979) y de los 200 mseg a los 20 seg (Meijer y cols., 1986) . Las
diferencias podrian estar dadas por los criterios empleados por los autores para
definir si una respuesta era producida y a diferencias en la duracion del
estimulo aplicado. Se ha sugerido que la larga lalencia de respuestas
registradas en el NSQ podrian estar dadas por una combinacion del retardo en
la red neuronal de la retina y la baja velocidad de conduccién debida a el
didmetro tan pequerio de las fibras del RHT (Groos y Mason, 1978). Para tener
un estimado directo de dichos factores, la respuesta mulliunitaria a la
estimulacion fotica fue registrada desde el quiasina dptico en cinco animales. El
quiasma Gplico presentd olas sucesivas de aclivacion después de un estimulo
simple de luz (Fig. 11). Las latencias para las primeras dos olas fueron
respectivamente 32.7 + 8.6 mseg y 75.0 + 3.0 mseg. Parece ser que las
neuronas del supraquiasmatico fueron estimuladas por la primera ola, ya que la
latencia de respuesta de las neuronas del supraquiasmatico se presentd antes
de la llegada de la segunda ola de aclivacion a el NSQ. Algunas de estas
respuestas podrian ser mediadas por el TGH (Meijer y cols., 1986). Esto podria

explicar el retraso de alrededor de 15 mseg, el cual excede el liempo de
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conduccidn de impulsos desde las células ganglionares hasta el NSQ, excepto
para aquellas neuronas que respondieron exclusivamente a la eslimulacion de
la retina. En tal caso, se podria asumir que el retraso corresponde a un circuito
intrinseco del NSQ con varias sindpsis, sin embargo, la posibilidad de la
existencia de fibras de conduccion lenta no puede desecharse completamente.
Se tienen solo 2 reportes en los que se han observado latencias de
potenciales postsinapticos excitatorios (PPE) menores a los 50 mseg. En el
trabajo de Kim y DudeK (1991) en donde se realizaron registros intracelulares
de neuronas del NSQ se reporta que la estimulacion del nervio dplico a una
distancia de aproximadamente 2.5 mm. del quiasma optico produce PPE con
una lalencia de 6.2 + 0.5 ms, esta latencia es mucho menor que la que se ha
reportado en oftros trabajos, sin embargo hay que considerar qua se estd
estimulando el nervio dptico directamente y no ocurre el relraso que implica el
paso de informacion a través de todas las capas de la relina. Mas recientemente
Senseman y Rea (1994) mediante una técnica que involucra la utilizacion de
una colorante sensible a cambios de vollaje, se eslablecid la presencia de 2
tipos de potenciales postsinapticos excitatorios poblacionales (PPEP). El
primero de ellos lo han denominado PPEP temprano y su latencia de aparicién
es de 159 + 0.8 mseg, el segundo tipo lo han denominado PPEP tardio y su
latencia de aparicion es de 39.8 + 5.7 mseg. Al comparar las latencias nosolros
hemos observado que la latencia descrita en el presente {rabajo (50.3 4 17.43
mseg) se parece mas a la latencia de aparicion del PPEP tardlo. Los autores
concluyen que tal vez los PPEP tempranns estén representando a {as neuronas
del NSQ que son activadas por una via monosinaptica por la latencia corta y

que las PPEP tardias estén representando a las neuronas del NSQ que son

aclivadas a través de una via polisinaptica.
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En otro modelo experimental (en neuronas sensoriales del acocil
Procambarus clarkii) se ha tratado de explicar las latencias de respuesta largas
asumiendo un mecanismo de sumacion temporal, ya que se ha abservado que a
frecuencias bajas de estimulacion la respuesta neuronal es caraclerizada por la
presencia de una espiga sencilla. Sin embargo, conforme la frecuencia de
estimulacién va aumentando la respuesta neuronal va aumentando, la respuesta
neuronat cambia a un patrdn de disparo en réafagas. £l incremento de la
frecuencia de estimulacion permitiria que la depolarizacidn de la membrana
neuronal alcanzara un valor umbral para que los canales ionicos involucrados
en ia regulacion def patron de disparo por rdfagas se manifestaran, por medio
de un mecanismo de sumacion temporal (Fernandez de Miguel y Aréchiga,
1992).

Con estos resultados nosotros podemos pensar que debido a la similitud
en la latencia de respuesta que hemos obtenido y la de los PPEP tardios, las
células registradas en el presente trabajo representen a las neuronas quo son
activadas por una via polisindptica 6 que fas neuronas registradas presentan
una latencia larga de respuesta debido a que ocurre un fendmeno de sumacion
en ellas, este punto seria interesante de estudiar mas tarde.

£n cuanto a los resullados de la estimulacion de la HIG observamos que
la latencia para las respuestas de activacion en el NSQ fueron de 50.8 + 34.7
mseg. Aun considerando que las fibras det TGH fueran también de baja
conduccidn como las det RHT, el vator de la latencia sugiere la presencia de un
circuito multisindptico antes de que se de el regisiro de la respuesta en el
supraquiasmatico.

Cerca del 10 % de las neuronas registradas fuera del NSQ presentaron
respuestas ya sea a la estimulacion de la relina 4 de la HIG. La localizacién de

las neuronas {Figs. 7 y 8) muestra una gran concordancia con el campo terminal
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de las fibras provenientes de la retina, el cual ha sido reportado que se exliende
mas haya del NSQ principalmente hacia el nicleo paraventricular hipotaldmico
(Harrington y cols., 1985; Johnson y cols., 1988). La actividad espontanea de
éstas neuronas fue similar a la registrada dentro del supraquiasmatico, sin
embargo se encontrd una diferencia significativa entre neuronas responsivas y
no responsivas, sin importar la localizacion de las mismas. Dicho resultado es
consistente con trabajos previos en relacion a la alla probabilidad de respuesta
de neuronas visuales del NSQ a frecuencias de disparo espontdneas muy allas.
Esto sugiere que aunque las neuronas presentes es ésle estudio fueron de
diferentes lugares anatdémicos, podrian ser consideradas de la misma poblacion
funcional. En contraste ninguna de las neuronas no-NSQ respondieron a ambos
lipos de estimulacion; la estimulacion de la HIG produjo solo respuestas
inhibitorias y, la latencia a activacidn producida por la sstimulacion retinal fue de
35.0 + 5.0 mseg. Este ltimo valor fue mucho mas pequeno que el encontrado
para neuronas del supraquiasmatico, pero denltro del valor esperado de la
latencia de respuestas on las fibras del quiasma optico. Dichas diferencias
podrian corresponder a retraso sindptico dentro del NSQ.

Los histogramas de intervalos interespigas (Hll) mostraron dos patrones
neuronales en el NSQ, el que se encontrd con mayor frecuencia, es el que se
asemeja a la dislribucion de Poisson. Otros estudios han denominado a éste
como una curva log-normal (Thompson y cols., 1984), o una curva de Poisson
para las neuronas registradas en rebanadas mantenidas in vitro (Zhang y cols.,
1992). El segundo patron, el cual hemos llamado arménico, fue una distribucion
asimétrica de gran amplitud agrupada en nultiplos de un intervalo basico (Fig.
12b ) Aunque existe razon para creer que dicho palrén habia sido observado
previamente (ver fig. 1 en Thompson, 1984 ), fue reportado hasta recientemente

(Zhang y cols., 1992). Los presentes resultados confirman la ocurrencia de
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dicho pairon neuronal en el NSQ de ratas aneslesiadas. Ninguna neurona
mostrd una distribucidn norma! en el HIl, en contrasle con olros esludios
indicando la presencia de dicho patrdn (Groos y Mason, 1978, 1980; Meijer y
cols., 1986; Shibata y cols., 1984; Thompson y cols., 1984; Zhang y cols., 1992).
Hasta ahora no se liene una explicacion para dicha diferencia. La estimulacion
simultanea de la retina y la hojusla produce cambios de ta misma magnitud y
direccidn que los encontrados por la estimulacion de una sola aferencia. Esto
sugiera que no hay interaccidn sinérgica ni antagénica entre ésta vias a nivel
del NSQ. Esto debe tomarse con caulela por que no se tiene ningun dato que
estime e! retardo en la transmision de la informacion de fa retina a el NSQ via e!
TGH, ef cual debe acurrir en condiciones naturales después de la astimulacion
con luz. En algunos casos la estimulacion simultanea altero ef patron de
disparo. Las neuronas con palrén de Poisson no mostraron cambios cuando la
retina o a HIG fueron estimulados individualmente, sin embargo, después de la
estimulacion simulténea el palrdon cambio a uno armodnico (Fig. 12b). Estos
resultados sugieren una modulacién del palron de disparo como resultado de la
interaccion entre el RHT y el TGH sobre las neuronas del NSQ. Estos
resultados se muestran consistentes con los reporiados en un modelo propuesto
recientemente (Zhang y cols., 1992).

En ofro modelo experimental se ha encontrado que la estimulacion
eléctrica de la HIG por largos periodos de tiempo, produce la aparicion de
inmuno-reactividad a Fos en una porcion especifica del NSQ la cual se cree que
es el resultado de la estimulacion antidrémica de células ganglionares retinales
y no propiamente a la estimulacion directa de la TGH (Treep y cols., 1995). Los
resultados que nosolros abluvimos al estimular eléclricamente fa hojuela no
pueden descartar tambien una estimulacién antidrdmica de las células

ganglionares retinales.



l.a relevancia funcional para el acoplamiento de la ritmicidad por las
aferencias directas retinales sobre el NSQ ha sido discutido en olros estudios
(Card y Moore, 1991) asi como la contribucidn de la HIG en éste proceso

(Harrington y Rusalc, 1986; Pickard y cols., 1987; Rusak y cols., 1989).
Finalmente, es imporlante mencionar que se necesitan realizar mds

trabajos can el fin de explarar el papel modulador que ejercen olras aferentes
al NSQ sobre su aclividad eléctrica asi como |a posible interaccién de dichas
aferentes a ftravés de microcircuitos funcionales, entendiendo por circuitos
neuronales a la relacion especifica que se establece enlre las aferentes dentro
del NSQ y que desempenan posiblements un papel funcional especifico en los

mecanismos de sincronizacion (ver Fig. 15).
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Figura 15. Este dibujo representa un modelo de fa posible interaccién que existe entre
las aferentes RHT y TGH dentro del NSQ y que pueden estar modulando la actividad
gléctrica del mismo. Tambien se reprentan {as poblaciones neuronales encontradas en
el presente trabajo.
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7. CONCLUSIONES

- Las neuronas del NSQ responden a las estimulacion con pulsos cortos de luz
aplicados a la retina y a la estimulacion eléctrica de la HIG produciendo tanto

respuestas excitatorias como respuestas de supresion.

- La presencia de lipos neuronales (grupos A, B y C) dentro del NSQ que
responden solo a determinados estimulos establece la existencia de
microcircuitos funcionales encargados de la transmision de informacién a cada

uno de ellos.

- La presencia del tipa neuronal C denlro del NSQ establece la existencia de
convergencia de informacion proveniente de las dos aferentes estudiadas solo

en el NSQ.

- La respuesta por parte de neuronas del hipotdlamo circundante a la
estimulacién folica de la retina y eléctrica de la HIG sefala que existe una
pequeda radiacion de informacion a estas olras zonas, cuya impartancia

funcional debe ser estudiada.
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