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“Hace muchos afios un honibre soié

un imperio, un imperio muy grande.

Tenfa buena cara y no paraba de hablar

con el hombre mas querido y odiado del lugar
Y sofiaba tener un jardin florido

una patria de México al pie;

con hermanos de toda calafia y en sus suefios gritaba:

Y nadie supo como vine a parar yo
al Tercer Mundo.”

Estrofa de una cancion de Fito Paez del disco de Tercer Mundo. Cualquier parecido con algin

personaje politico del pais es mera coincidencia.
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GLOSARIO

-Acoplamiente: Proceso mediante ef cual un oscilador ajusta su periodo y su fase at de otro oscilador o

marcapaso endogeno del organisino,

-Amplitud: Diterencia de intensidad entre el miximo (o minimo) y ef valor medio en una oscilacion

sinusoidal; se usa frecuentemente cuando se comparan diversas oscilaciones.

-Anguls de fase: Valor sobre la abeisa correspondiente a fa fase de fa oscilacion, dada en grados o
cualquier otra fraccion det periodo completo con referencia a un punto arbitsario definido con un valor

0. Puede ser dado en unidades de tiempo, si s tongitud del periodo es establecida,

-Cambio de fase: Despluzamiento de una oscitacion a lo largo del eje temporal;, puede ocurric

instantdneamente o después de varios ciclos fransientes.

-Circa-ritmos: Clases de oscilaciones con capacidad de mantenerse en condiciones constantes, con
periodos aproximados al ciclo ambicntal al cual estin nomnalmente sincronizadas y que son

influenciables por determinada sefial smbiental.

-Coordinacién relativa: Modulaciones del periodo de un ritmo, que se dan cuando el organismo es

expuesto a una sefial ambiental con una capacidad moderada para la sincronizacion del ritmo.

-Desincronizacion: Pérdida en la relacion previamente existente del zeitgeber y un ritio endogeno,

mostsando cada uno diferentes periodos.

-Desacoplamiento: Pérdida eu la relacion de fase existente enre dos o mas ritnios en el interior del

organismo, mostrando cada uno diferentes periodos.

-Fase: Estado instantineo de una oscilacién dentro de un periodo, representada por el valor de la

variable y todas sus derivadas en el tiempo.



-Fatoperiodo: Duracion del lapso de iluminacion en un ciclo de luz-obscuridad,

-Frecuencia: Numero de veces que se repite un evento ritmico en un intervalo de tiempo. Es el

reciproco del periodo.
-Infradiano: Ritmo biolagico con una frecuecia menor (periodo mayor) de 24 hrs.

-Marcapaso: Entidad funcional capaz de mantener oscilaciones nutosostenidas, fa cual a su vez, se

sincroniza a estimulos ambientales y acopla a otros ritmos enddgenos.
~Oscilador: Entidad funcional capaz de mantener una serie de oscilaciones.

~Oscilar: Presencia de un patron recurrente dentro de cierto margen de regularidad en una variable

fisica o biologica,

-Oscilacién espontinea; Estado de un circa-ritmo en ausencia de agentes sincronizadores durante el

cual se manifiesta el periodo endégeno de! oscilador.
-Periodo; Intervalo de tiempo después del cual una fase definida de Ia oscilacion recurre o se repite.

-Ritmo enddgeno: Patron ritmico generado en ¢l interior del organismo y que s¢ caracteriza por ser

autosostenido.

-Ritmo exégeno: Patron ritmico generado por influencias de una oscilacion ambiental sobre ¢l

organismo, no es autosostenido.

-Sincronizacién: Capacidad de un oscilador de adecuar e igualar su periodo y su fase, a fracciones
miltiples del periodo de un agente geofisico. Para que se lleve a cabo, es necesario ¢l reconocimiento

del organismo a determinada seiial ambiental.

<Transitorio: Curso temporal de un ritmo enddgeno, entre dos o més estados de oscilacion estables,



-Ultradiano: Ritmo bioldgico con una frecuencia mayor (periodo menor) a 24 hrs.

-Zeitgeber: Fendmeno ambiental oscilatorio que sincroniza a un ritmo bioldgico autosostenido.



RESUMEN

Los transplantes de tejido cerebral son una herramienta metodologica que ha sido relevante en ciertos
aspectos relacionados con el funcionamiento del Sistema Nervioso Central. Estudios previos han
demostrado la capacidad de los transplantes de Nucleo Supraquiasmatico (NSQ) fetal para inducir la
recuperacion del niimo circadico de ingesta de agua en ratas que habian perdido dicho ritmo por la

lesion previa det NSQ.

El presente trabajo tienen como objetivo determinar la relacion de fase de la actividad metabolica entre
el transplante de NSQ fetal localizado en la zona ventricular y el NSQ del hospedero mediante Ia técnica

de 2-DG.

En el grupo de animales transplantados a tercer ventriculo las curvas de actividad metabolica tanto de
transplante de NSQ fetal como las del NSQ hospedero, muestran una clara oscilacion circidica; en
ambos casos el miximo de actividad ocurre a Ia hora circiidica 06 y el minimo a la hora circadica 20. En
¢l grupo de animales transplantados a ventriculo lateral, la curva de actividad metabolica del NSQ
hospedero muestra una oscilacion circidica, no siendo asf en el transplante de NSQ fetal. Esto sugiere
que en e} caso de animales con transplante en tercer ventriculo, se observa un acoplamiento entre

osciladores; mientras que en el grupo con transplante en ventriculo lateral , no hay acaplamiento.



ANTECEDENTES
LOS RITMOS CIRCADICOS

La existencia de un patron recurrente dentro de cierto margen de regularidad en diversas escalas
temporales se define como ritmo. Las {luctuaciones periddicas en los parametros fisiologicos parecen
ser una de las propiedades basicas de los seres vivos  ya que se observan desde los organismos
unicetulares hasta el hombre (Bunning, 1960, 1973). Desde sus origenes, hace varios millotes de afios,
la vida se ha acoplado a cambios ritmicos pronunciados en el medio ambiente. El resultado hia sido la
existencia de una amplia gama de programas temporales-mareal, diarto, lunar y anual-en ¢l metabolismo
y ¢l comportamiento de los sistemas vivos, siendo esto uno de los factores de adaptacion maés
importantes para el organismo, ya que le permiten responder adecuadamente a los cambios del medio

ambiente.

En todos los casos de organismos vivos con ciclo; mareal, diario, lunar y anual los programas
temporales se basan en osciladores biolbgicos autosostenidos cuyo periodo (1 / frecuencia) es cercano
al ciclo ambiental con el cual se sincroniza. Li fase se describe como el estado instantineo de una
funcién periddica con respecto a una escala temporal arbitraria (Pittendrigh, 1954, 1974, Sweeney y

Hastings, 1960).

Dentro de las fluctuaciones periodicas que existen en Jos seres vivos, las més estudiadas son las
circadicas. La palabra circadica (del latin circa = cercano; dies = dia) fue acuiiada para describir ritmos
de aproximadamente 24 hrs., que se generan endogenamente por el organismo (Halberg, 1959). Estos
ritmos estan estrechamente relacionados con Ia rotacion de la tierra alrededor de su cje, es decir, e ciclo

solar de luz y obscuridad.

El conocimiento del origen endégeno de Ia ritmicidad biologica, se basa en el hecho de que en
las condiciones de aislamiento de sefiates ambientales temporates, la ritmicidad biologica persiste con

una ligera pero significativa variacion en el periodo que la caracteriza.



Algunos estudios en el siglo XVIII realizados por Jean Jaques Ortus de Marian, Dubamel Du
Monceau y Zinn mostraron que el ritmo de apertura y cierre de las hojas de una planta sensible
(probablemente la Mimosa pudica ), no dependian de influencias ambientales como la luz o la
obscuridad. En el siglo XIX Agustin de Candolle corrabord la misma observaciaon en of movimiento de

las hojas de la Mimosa pidica. Posteriormente Wilheim Pteffer refutd y més tarde apoyd la hipdtesis del

origen endogeno del ritmo en dicha plauta.

Colin Pittendrigh (1993) plantea of problema de la naturaleza exogena vs. endogena de la
ritmicidad biologica desde Ia perspectiva de la evolucion, sefalando la diferencia entre el orden vs. In
organizacion temporal, Donde el orden se refiere a la ausencia del azar, o sea una serie de eventos
ligados entre si (ordenados) por refaciones estimulo-respuesta. Mientras que 1a organizacion temporal
se reficre a la integracion del orden temporal al codigo genético del organismio. Asi, en sus origenes los
seres vivos se sameterian al orden temporal impuesto por el ambiente, y conforme estos evolucionaron,
dicho orden seria asimilado dando origen a su propia organizacion temporal. De esta maners, las
semejanzas cntre los ciclos ambiemales y los ciclos biologicos se explicarian porque inicialmente los
ltimos dependian de los primeros, wicntras que sus diferencias lo serian por las caractesticas
particulares de los organismos para adaptarse al medio ambiente. Aunque los hechos bisicos de la
propuesta anterior no son susceptibles de ser sometidos a comprobacion experimental, Ia teoria en su

conjunto resulta congruente con nuestro conotimiento actual de ta Biologia.

El concepto de reloj biologico cono un sistema orgdnico capaz de generar un orden temporal
en las actividedes def organismo, implica la capacidad del sistenia para oscilar con un perjodo regular,
asi como la capacidad de usar estas oscilaciones como una referencia temporal interna. Dicho sistema
permite una interaccion adecuada en el dominio temporal entre el organismo y su ambiente. Las
caracteristicas anteriores se aceptan por la mayoria de los estudiosos de la cronobiologia. Sin embargo,

tos mecanismos por los cuales el organismo lleva a cabo dichas funciones son ain motivo de

controversia.



La discrepancia sc centra en ¢l concepto de reloj bioldgico, que para algunos autores como
Pittendrigh y Aschoft, este se refiere a estructuras organicas que funcionan como marcapasos capaces
de imponer periodo y fase a los procesos organicos. Mientras que para otros como Halberg y Reinberg,
las propiedades que definen al reloj biologico son el resultado de la interaccion de multiples procesos
fisiologicos oscilatorios, donde la participacion de estructuras especificas se limita al ajuste de fuse entre
diversos procesos. Los relojes bioldgicos miden las sefiales ambientales en dos vias conceptualmente
distintas: 1) asegurando apropiadamente una secuencia temporal estable en la programacion de eventos
sucesivos; esto es, medir ¢l lapso de tiempo (sideral); y 2) estableciendo una relacion de fase apropiada

en el programa para el cambio en ¢l ciclo ambiental; esto es, reconocer el tiempo local.

Por otra parte, en los procesos fisiologicos generalmente se presentan abundantes ejemplos de
sistemas organizados a partir de asas de retroalimentacion negativa, las cuales pueden ser consideradas
como osciladores potenciales, y cuyo funcionamiento Heva implicito un orden temporal de los eventos
que regulan. ;Cuédl cs el papel de estos osciladores en la generacion y regulacion temporal del

organisnio?

Algunos investigadores sugieren que dicha participacion es muy importante, ya que se ha
observado la persistencia de ritmicidad ultradiana (aquefla con una periodicidad menor a 24 hrs)), asi
como de algunos ritmos circadicos, después de la eliminacion completa de estructuras consideradas
como marcapasos circadicos. Es posible suponer que aunque la capacidad de presentar oscilaciones sea
inherente a la funcion celular individual, en organismos complejos exista un sistema cronométrico

especializado en generar y regular las funciones implicitas en el concepto de reloj biolagico.

Un aspecto importante de los ritmos circadicos es ef fendmeno de oscilacién esponténea. No
todos los ciclos biologicos de 24 hys. son circadicos. Algunos se deben a las fluctuaciones ambientales
regulares de luz, temperatura o humedad. Estos ciclos desaparecen cuando las condiciones ambientales
se vuclven constantes, en cambio, los definidos como ritmos circadicos persisten bajo estas condiciones.
Este fenomeno se denomina oscilacion espontdnea (“free munning”), v se refiere a la naturaleza

enddgena de los ritmos circadicos (Fig. 1). No es sino hasta este siglo en que ¢l fendmeno de oscitacion
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espontanca de los ritmos fisiologicos ha sido ampliamente aceptado. Cuando un ritmo circidico ésta en
oscilacion espontanes, presenta el periodo de un oscilador endogeno este periodo se define como TAU
(). TAU a su vez se compone de dos fracciones: una fase activa o de alta funcionalidad cn el registro
del ritmo definido como ALFA (o), y una fase inactiva o de baja funcionalidad en el registra del ritmo
definida como RHO (a) (Fig. 1). Para animales nocturnos o ¢s la “noche subjetiva” y o es el “dia

subjetivo™, para animales divrnas esta relacion ¢s al revés.

El periodo de ua ritmo en carrimiento espontaneo depende de la especie, del individuo y su
estado fisiologico, asi como de las condiciones ambientales. En 1951 Aschoff empled el término
zeitgeber (del aleman, que siguifica “dador de tiempa”), para describir aquellas variables ambientales

ciclicas capaces de actuar como sefiales de sincronizacion de un ritmo circadico.

A pesar de la naturaleza enddgena de los ritmos circadianos, los marcapasos endogenos se
ajustan constantemente al periodo del ciclo de luz - obscuridad (L\O), ef cual constituye, por nwcho cf
zeitgeber mas importante en la naturaleza, Este fendmeno se conoce como sincronizacion. La
sincronizacion es una consecuencia del papel esencial de la Juz, y para que esta se Hleve a cabo es
necesario considerar el periodo, la intensidad y la continuidad en la que se presente el estimulo
luminoso. El estado adecuado de la relacion de fase mantenida entre un ritmo circhdico y su zeitgeber es
dependiente del periodo del zeitgeber y el periodo del oscilador que controla el ritmo, Una
caracteristica importante de este proceso, es que cuando un ritmo circadico esta en oscilacion
espontdnea puede alargar o acorfar su periodo en uno o vasios ciclos precedidos por transitorios,
dependiendo de la fase enla que el ritmo se altera, ya sea, mediante un estlmulo discreto o mediante un

estimulo continvo (Fig. 1).

MEDIDA DEL LAPSO TEMPORAL: HOMEOSTASIS DEEL, PERIODO DEL MARCAPASOS Y
VELOCIDAD ANGULAR

El periodo de todos aquellos marcapasos que funcionan como relojes que miden el tiempo ambiental es
estable, a través de un amplio rango o intervalo de tenperaturas y otras variables ambientales

(Pittendrigh, 1954, 1974; Pittendrigh y Calderola, 1973). Esta homeostasis general de TAU, contribuye
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FIGURA 1.-  Actograma de actividad en oscilacion espontanea de un animal mantenido en
oscuridad continua. En sentido horizontal tenemos el periodo del ritmo (x), con sus
respectivos componentes (o) y (), en sentido vertical se grafican los dias consecutivos de
registro conductual. Cuando se aplica un pulso de luz a diferentes fases puede haber:
retrasos de fase (A) o avances de fase (B), las flechas indican la direccion hacia la cual se
mueve ¢l inicio del ritmo (tomada de Pittendrigh, 1980).



a una relacion de fase (FAS) entre el programa temporal establecido y el ciclo de luz, porque FAS es
sensible a la variacion en UT (periodo del ciclo externo). Para promover estabilidad temporal en el
sistema circadico, el marcapaso debe mantener una velocidad angular estable (V) en cada fase de ese
ciclo; la secuencia de eventos dentro del programa bioldgico puede ocurrir a intervalos (fracciones del

ciclo) tan integranente temporalizados camo la secuencia de eventos externos.
RECONOCIMIENTO DEL TIEMPO LOCAL

Los marcapasos que manejan programas “circa” -maréales, diatios, lunares y anuales- pueden ser
sincronizados por una periodicidad externa cuya frecuencia ¢s razonablemente cercana. Cuando el

periodo del marcapasos (t) es sincronizado por un ciclo externo (T), cambia de t a t*=T,

Un oscilador autosostenido tiene varias ventajas en este contexto, ya que si se aisla
completamente del zietgeber por varios ciclos, éste almacena informacion sobre el tiempo local (fase del
ciclo externo) adquirido por la previa sincronizacion (Bunning, 1960), la informacion es confiable solo

si el periodo (t) del marcapasos es aproximado a T.

Se puede argumentar que, dado que el control del periodo (t—t*=T) es inherente a la
sincronizacion, la seleccion natural solo ha demandado que t sea lo bastante cercano a T para permitir la
sincronizacion; dando como resultado que especies activas diumamente tengan un periodo mayor a

24hrs. y que especies nocturnamente activas tengan un periodo menor a 24 hrs. (Aschoff, 1960, 1979).
MECANISMOS DE SINCRONIZACION DISCRETA ¥ SINCRONIZACION CONTINUA

El efecto del pulso diario de luz (fotoperiodo) produce un cambio en la duracién del periodo (t) del

oscilador circadico (o marcapaso) en una cantidad igual a t-T, donde T=24 hrs,

Cuando la entrada del zeitgeber es CONTINUA a través de una gran parte -sino es que todo-
del ciclo se ejerce el control por medio de un cambio continuo en la velocidad angular de la oscilacion,

acelarando el ciclo en algunas fases y desacelerando en otras.

Cuando el impacto del zeitgeber es breve, causa un cambio de fase DISCRETO sobre el

oscilador, ya sea avanzindolo o retrasindofo mediante una cantidad igual a t-T. Se sugiere que In



accion del fotoperiodo “natural” (pulso de 12 hrs.) produce una mezcla de los dos tipos de efectos aqul

descritos.

La simulacion del fotoperiodo completo (PPc) por un fotoperiodo esqueleto (PPs), es pobre

cuando PPs se reduce de 11 hrs. y falla cuando T (duracion del fotaperiodo), excede las 14 lirs.

En la conducta de un animal en oscilacion espontanea en abscuridad continua, un pulso de luz puede
producir uno de los tres efectos siguientes: retraso, avance o, puede no haber cambios. La magnitud y
direccion del cambio de la fase depende de la fase del ritmo en la cual se aplica el estimulo luminoso y
de la intensidad de este Gltimo. Esta relacion se grifica en la curva de respuesta de fase (Fig, 2).
Existen diversos mecanismos para abtener una curva de respuesta de fase (CRF), en la forma més
general de realizar una CRF, primero se deja que el ritmo circadico se estabilice en oscilacion
espontanea. Posteriormente se aplica un pulso discreto de luz a diferentes tiempos, tanto en la fase

activa (e) como en la fase inactiva (a) del ritmo, y se observan los cambios de fase producidos.

El comienzo de la actividad denotado en el 50% de ls amplitud del periodo de un ritmo, se
utiliza como referencia para la fase y se define por convencion como tiempo circadico (CT) 12:00
(Pittendrigh y Daan, 1976). A partir de este punto se procede a definir Ia duracion del “dia y la noche
subjetivos”. La curva de respuesta de fase tiene tres caracteristicas generales en relacion con la
efectibidad del estimulo: 1) La zona muerta, cuando no ocurren cambios de fase después de que se
splican los pulsos luminosos durante ¢l “dia subjetivo”, 2) el retraso de fase que ocurre cuando los
pulsos se aplican durante la “noche subjetiva” temprana y 3) el avance de fase ocurre cuando los pulsos
se aplican durante la “noche subjetiva” tardin (Pittendrigh y Daan, 1976). En la figura 2 se presenta Ia
CRF de un animal nocturno, pero en el caso de un animal diumo la curva tiene el mismo
comportamiento . Durante los ciclos trausitorios, el retraso de fase causa un alargamiento del periodo y
¢l avance de fase produce un acortamiento def mismo. Aunque la curva de respuesta de fase se obtiene
por medio de las mediciones de la funcién ritmica, esta refleja Ins propiedades de los osciladores

circadianos responsabfes de esta funcién (Pittendrigh y Daan, 1976).
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FIGURA 2.-  Curva de respuesta de fase ilustrando el efecto de pulsos de (60 minutos)
aplicados en diferentes tiempos de la actividad locomotora de! himster. El avance de fase es
graficado como positivo y e} retraso de fase como negativo (tomada de Takahashi y Zats,
1982).



El sistema regulador de los ritmos circadianos consta basicamente de los siguientes
componentes 1) via de entrada para la sincronizacion, 2) sistema cronométsico endogeno pura la
generacion y el acoplamiento de Ia oscilacion, y 3) vias de salida para la transmision de la informacion
circidica a los efectores en los que se expresan los ritmos que medimos (Takahashi y Zats, 1982;

Moore, 1992) (Fig. 3).

El estudio del sustrato anatémico involucrado en la regulacion de los ritmos circadianos en
mamiferos se inicio en este siglo. Vonr Economo (1929) y Nauta (1946) fucron los primeros en implicar
al hipotalamo en la regulacién del ciclo suefo / vigilia, el cual, s uno de los ritmos circidicos mas
cvidentes Sin embargo, los primeros estudios dirigidos a identificar la focalizacion anatomica del refoj
biologico, fueron los reslizados por Richter (1965, 1967), quien demostrd la participacion del
hipotdlamo ventral en dicha funcion. En fa década de los sctentas, dos laboratorios reportaron de
manera independiente que Ia lesion del nicleo supraquiasmitico (NSQ) interrumpe la ritmicidad
circidica en los niveles de corticosterona en el plasma (Moore y Eichler, 1972), y en las actividedes
locomotora y de ingesta de agua en la rata (Stephan y Zucker, 1972). Desde entonces, estudios
numerosos han reportado que las lesiones de dicho nucleo eliminan los ritmos circadicos de varias

actividades fisiologicas y conductuales (Moore, 1981; 1983),

INTRODUCCION
FEL NSO COMO MARCAPASO CIRCADICO

EINSQ del hipotalamo anterior se ha identificado como un sustrato critico para la expresién normal
de varios ritmos circadicos en fos mamiferos, sugiriendo ademas que se trata del oscilador principal.
Esta conclusion es apoyada por el siguiente conjunto de evidencias : las lesiones bilaterales del NSQ
climinan varios ritmos circdicos en todas las especies estudiadas (ver revisiones de Rusak y Zucker,
1979, Aguilar- Roblero y Drucker-Colin, 1987, Rosenwasser y cols., 1985). La eliminacion del NSQ en

neonatos de rata eliminan de por vida fos ritmos de actividad locomotora e ingesta de agua, lo cual
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FIGURA 3.- Componentes del Sistema Circadiano. El sistema regulador de los ritmos
circadianos consta bisicamente de: 1) viss de entrada pars la sincronizacion, 2) sistema
cronométrico enddgeno para la generacion y el acoplamiento de la oscilacion, y 3) vias de
salida para la transmision de la informacién circadica a los efectores en los que se expresan
los ritmos que medimos (Takahashi y Zats, 1982; Moore, 1992).



sugiere que otras zonas del cerebro no retienen la capacidad de organizar y suplir la funcion que
desempeda el NSQ (Mosco y Moore, 1978). La manipulacion de la actividad neuroquimica del NSQ
altera por completo la expresion de fos ritmos circidicos causando retrasos o avances de fase (Rusak y
Groos, 1982; Alberts y Ferris, 1984). Los estudios iu vivo e in vitro de actividad newrofisiologica y
metabolica indican que las células del NSQ manifiestan de manera intrinseca un ritmo circédico,
inclusive en ausencia de una entrada ritmica externa (Inouye y Kawamura, 1979; 1982; Schwartz y
Gainer, 1977: Groos y Hendricks, 1982, Newman y Hospod, 1986; Green y Gillette, 1982; Shivata y
cols., 1982). Después de la eliminacion del NSQ en ratas adultas, la implantacion de tejido fetal de NSQ
puede restaurar la ritmicidad después de la eliminacion previa del NSQ en las ratas (Drucker-Colin y
cols., 1984; Sawaki y cols., 1984; Aguilar-Roblero y cols., 1986; 1992) y los himsters (Lehman y cols.,
1987; Ralph y cols,, 1991; Aguilar Roblero y cols., 1994).

A pesar de que esta serie de evidencins muestran la importancia del NSQ como marcapaso
circidico en roedores, no se puede excluir la existencia de otros marcapasos circidicos debido al nivel

de complejidad funcional de los organismos.

Se distingue al NSQ como un par de nicleos celulares que se localizan en el hipotilamo
ventral, dorsalmente a la parte caudal del quiasma optico y rostral a las comisuras supradpticas. Esta
compuesto por aproximadamente 10,000 pequefias células en cada lado de 1a linea media, en la base del
11} ventriculo (Van Den Pol, 1980) (Fig. 4). El NSQ presenta un empaquetamiento celular més denso en
su parte medial, que en las regiones dorsolateral y anterior, lo que acasiona una dificultad al definir los
limites del nicleo (Guldner, 1976; Van Den Pol, 1980). La forma del NSQ difiere considerablemente
entre las diferentes especies y su geometria precisa en cada una de ellas parece ser compleja (por
cjemplo en la rata tiene un aspecto elongado con 950 pm en direccién rostro-caudal, 425 um en
direccion centro-lateral y 400 pm en direccion ventro-dorsal) (Albers H.y cols., 1991). Asi mismo, las
células del NSQ son extremadamente pequeiias en la rata su didmetro medio es de 7.8 um y ¢l de las

células laterales es de 9.6 ym (Guldner, 1976; Van Den Pol, 1980).



Al NSQ lo camponen basicamente cinco tipos diferentes de células . 1) bipolares simples con dos
dendritas, 2) células monopolares con una sola dendrita, 3) células bipolares-rizadas con dus dendritas
mas complejas. 4) multipolares radiales con tres o cinco dendritas primarias, y 5) neuronas espinosas
con soma redondo y dendritas muy variadas. También se localizan cadenas de neuronas que tienen
grandes regiones de aposiciones somato-somdticas y estas se orientan en direccion antero-posterior

(Van Den Pol, 1980).

Entre las neuronas hay células gliales del tipo astroglia, cuyos cuerpos celulares tienen el mismo
tamafio que las neuronas y presentan de cinco a quinee procesos que proyectan en algunas ocasiones a

vasus sanguineos, en donde establecen uniones de tipo comatnicante (Moore, 1983).

Los axones en ¢l NSQ son de calibre fino, y forman fasciculos no mielinizados, los cuales
terminan dentro del NSQ o bien, pucden pasar a través del mismo sin mantener colaterales locales.
Algunos tipos de arborizaciones axonales terminan dentro del nicleo, y presentan un gran nimero de
botones terminales sobre somas, tronco dendritico y espinas dendriticas. Los axones se originan con
igual frecuencia del soma o de una dendrita proximal, y algunos conectan el NSQ izquierdo con el
NSQ derecho (Van Den Pol, 1980). Los tipos de contacto sindptico que existen en el NSQ son los Gray
1y Gray I1. Ei primero se caracteriza por una densidad postsinaptica alta y probablemente es excitador.
El segundo carece de densidad postsindptica y se sugiere que es inhibidor. Ambos tipos de sinapsis se
han descrito también cn las terminales del nervio optico aferentes al NSQ (Guldner, 1978).

NEUROQUIMICA DEL NSQ

£n ¢l NSQ se han identificado muchos neurotransmisores, que pueden ser de origen intrinseco y/o
extrinseco (Van Den Pol, 1985). Bésicamente el NSQ se divide en dos regiones, segiin su contenido de
péptidos: 1) la region dorsomedial y rostral, que se caracteriza por su alta densidad en vasopresina
(VP), y 2) la region ventrolateral, caracterizada por la presencia de péptido vasoactivo intestinal (VIP),
Ademis de estos neurotransmisores existen otros que se sintetizan en todo ¢l nicleo, tales como el
dcido gamma-amiino butirico (GABA), neurofisina, bombesina, el péptido liberador de gastrina (Van

Den Pol y Tsujimoto, 1985) y somatostatina (Moore, 1983). También se encuentran neurotrasniisores



asociados a distintos micleos, como la serotonina, que parece locahzarse en las aferencias que provienen
de los nucleas darsal y medial del rafe, el neuropéptida Y, vinculado con las aferencias provenientes de
la hojuela intergeniculada y del nicleo geniculado ventrolateral. El glutamato y el aspartato estén
relacionados con el tracto retinohipotalaimico ya que se secreta después de la estimulacion def nervin

optica (Liou y cols., 1986}
Asi, Por estar compuesto de neuronas que pueden separarse en dos subpoblaciones, de

acuerdo a caracteristicas inmunohistoquimicas v estiucturales al NSQ se le divide en las regiones

dorsomedial y ventrolateral (Card, 1981).

El NSQ recibe proyecciones del sistema visual, el sistema limbica, el hipotdlamo y el tallo
cerebrat (Aguilar-Roblero y Drucker-Colin, 1987). El sistema visual proyecta desde Ja retina (Moore y
Lenn, 1972; Hendrickson y cols., 1972) y Ja porcion ventral def cuerpo geniculado lateral (Swanson y
cols.,, 1974; Ribak y Peters, 1975; Pickard, 1982). La via aferente mds estudiada debido a su refevancia
eti los ritmos circadicos ha sido ta via retinohipotalimiica (VRH), en la cual, fibras originadas en la retina
proyectan bilateralmente, con un componente contralateral muy importante (Moore y Lenn, 1972). Esta
via esta presente en todos Jos mamiferos que se han estudiado (Moore, 1973; Thorpe, 1975; Coliman y
cols., 1976). El sistema limbico proyecta desde el niicleo septal medial (Garris, 1979) y del subjculo
antero-ventral a través del tracto cortico-hipotatimico (Meibach y Siegel, 1977). Al NSQ arriban
afereates del drea predptica (Swanson, 1976), del nicleo ventromedial y det micleo arcuato (Meibach y
Siegel, 1977, Zaborsky y Marcara, 1979), asi como del érea tuberal hipotalamica (Soper, Swanson y
Cowan, 1976). Ef complejo del rafe proyecta desde los nicleos dorsal y medial (Fuxe y cols., 1965;

Aghajanian, Bloom y Sheand, 1969; Saavedra, Palkovits, Brown-Stein y Axebrod, 1974),

Las fibras del NSQ proyectan hacia ef sistema fimbico, diencéfalo, taflo cerebral y otros
uiicleos hipotalamicos. Los axones abandonan el NSQ basicamente en seis direcciones (Watts y cols.,
1987) . Las eferentes del NSQ al sistema timbico involucran los micleos septal y medial (Sofrantiew y

Bojis, 1978) y ef niicleo de Ia banda diagonal del tracto terminal de Broca (Sofroniew y Weindl, 1978).



Las conexiones hacia el diencéfalo Negan a los nucleos talamicos periventriculares (Berk y Finkelstein,
1981) y a los micleos dorsomediales del talamo y la habénula lateral (Sofroniew y Weindl, 1978). Las
proyecciones hacia el tallo cerebral llegan al nicleo interpeduncular (Sofroniew y Weindl, 1978), a la
substancia gris periacucductal del mesencéfalo (Berk y Finkelstein, 1981), al nucleo motor dorsat del
vago (Bojis, 1978) y al nucleo del tracto solitario (Sofroniew y Weindl, 1978). Algunas de éstas
proyecciones todavia no estdn bien definidas. Eferentes del NSQ hacia el hipotlamo arnban al nicleo
subparaventricular (Sims. Holfinan, Said y Zimmerman, 1980), especialmente a la region dorsat (Berk y
Finkelstein, 1981; Stopa, King, Lydic y Sehone, 1984), al nicleo periventricular parvocelular (Swanson
y Cowan, 1975; Sims y cols., 1980, Berk y Finkelstein, 1981; Hoorneman y Bojis, 1982), al area
predptica medial (Sims y cols., 1980), al nicleo dorsomedial y ventronedial (Swanson y Cowan, 1975,
Sims y cols.. 1980; Berk y Finkelstein, 1981; Hoomeman y Bojis, 1982), al micleo arcuato y region
tuberal lateral (Swanson y Cowan, 1975) y al nucleo premamilar (Sims y cols., 1980). Algunas
proyecciones han sido descritas hacia la region hipotalimica posterior (Berk y Finkelstein, 1981,
Sofroneiw y Weind!, 1978) y la limina interna de la eminencia media (Swanson y Cowan, 1975; Sims y

cols., 1980) (Fig. 4).
OSCILADORES CIRCADICOS MULTIPLES

En general se acepta la hipotesis general de que el sistema circdico de los organismos complejos esta
formado por multiples osciladores y estos son coordinados mediante relaciones de acoplamiento tanto
Jerarquico como no jerarquico. Mientras que en aquella que sostiene la de un oscilador circddico, no es
claro que este sea el anico o igual el mas apropiado nivel de andlisis; aunque en la practica sea util
aceptar ¢l papel del NSQ y su identificacion como un conglomerado celular localizado anatémicamente
(Turek,1994). Existe sin embargo, un gran nimero de trabajos de ntmos circidicos en mamiferos que
sugieren que el sistema circadico consiste de-mas de un oscilador (Pittendrigh y cols., 1959; Winfree,

1967, Kabato y Susuki, 1980; Rosenwasser y Adler, 1985).

Uno de los fenomenos que ponen de manitiesto la presencia de mas de un oscilador es la

desincronizacion interna que se caracteriza porque diferentes ritmos fisiologicos despliegan distintos



FIGURA 4.- Localizacion det NSQ en ia rata. a) Corte dorsal. b) Corte sagital. ¢) Corte
coronal. A) Vias aferentes. 1) Del tracto retino-hipotaidmico. 2) Dei tracio genicuio-
hipotaldmico. 3) Del Rafe medio y dorsal. 4) Del arca retroquiasmatica, del micieo
paraventricular talamico, de ia corteza subicular del hipocampo, de la porcion ventral del
septum lateral, de ia sustancia gnis periacueductal mesencefilica y del nicieo dorsal del
lemnisco lateral. B) Vias eferentes. 1) Fibras que terminan en la parte ventral del nicleo
habenular lateral. 2) Fibras ventrocaudales que conecta con otros nicleos hipotalémicos
terminando en la sustancia gris mesencefdlica, 3) Via dorsal que liega al nicleo
paraventricular del tilamo. 4) Fibras laterales que Hegan al nicleo geniculado Iateral ventral.



periados circadicos, y las relaciones de fase internas entre los diferentes ritmos se pierden. Se han

descrito las siguicntes formas de desincronizacion:

A) Desincronizacion interna espontanea: el ciclo suefio-vigilia y el 1itmo de temperatura corporal en
seres humanos tienen un periodo similar a 24 hrs., con una relacion de fise constante en condiciones
normales de luz-obscuridad (L / Q). Estudios realizados con individuos en condiciones de aislamiento
de sefiales ambientales cuyo efecto es que los individuos presenten oscilacion espontanea, nutestran
diferencias de fuse y periodo para cada uno de estos ciclos, sugiriendo un desacoplamiento entre
osctladores independientes para cada uno de Jos ritmos (Aschoff'y Weber, 1984).

B) Desincronizacion interna pasajera (jet-lag): por jemplo, si se sale de la ciudad de México a las 10:00
de la mafiana y se vuela hacia Takio, catorce horas despuds, llegamos con quince horas de diferencia en
cuanto a zonas de tiempo ( meridianos ). A esta hora en México acaba de pasar la media noche y en
Tokio es la media tarde. Gracias a los vuelos comerciales pademos trasladarnos de un lugar a otro del
planeta en pocas horas, pero el sistema cronométrico endogeno requiere varios dias para resincronizarse
al tiempo local. Lo interesante es que los diferentes ritmos  fisiologicos muestran diferentes
velocidades de resincronizacion. El estado de desorden temporal despudés del cambio de zona temporal
y antes de que todos los ritmos regresen a su relacion de fase original, se denomina desincronizacion

interna pasajera (Moore-Ede y cols., 1982).

C) Desincronizacion interna forzada: ¢s posible separar distintos ritmos circidicos exponiendo a sujetos
a ciclos de L. / O de longitud anormal (Lewis y Loblan, 1957); se ha observado cuando los sujetos se
estudian en “dfas” artificiales, es decir que presentan periodos diferentes (sungue cercanos) a 24 hrs. y
tal situacion es desconocida por estos. En dichas condiciones algunos de los ritmos en estudio se
sincronizan con el ciclo L ' O micntras que otros presentan corrimiento espontaneo (Weber, 1983,
Folkard y cols., 1983; 1984; 1985). Estas observaciones se han interpretado como la manifestacion de

varios osciladores, cada uno de los cuales presenta su propio periodo de sincronizacién dptimo.

D) Fendmeno de particion (splitting).  en déste fendmeno un ritmo se disocia en dos (o mas)

componentes ritmicos separados. los cuales despliegan un comportamiento circadico y ultradiano



diferente  (Rosenwasser y Adler, 1985). Ha sido observado en lagartos, pajaros, insectos, peces y
hamsters . También se ha wisto en diferentes ritmos, implicando. que la particion involucra a distintos
osciladores.

E) Por otro lado, algunos estudios de lesion evidencian, que diferentes ritmos circadicos dependen de
distintos marcapasos circadicos (Rosenwasser y Adler, 1985). Se ha observado que el ritmo de cortisol
en ¢l mono rhesus no se afecta por fesiones del NSQ. El mismo estudio reporta que existe una
alteracion a corto plazo, pero una recuperacion eventual en el titmo de melatonina (Reppert y cols.,
1981). En ¢l mono araiia el ritmo de temperatura corporal persiste en fesiones del NSQ, mientras que la
conducta de ingesta de agua se abate (Fuller y cols.. 1981, Alberts v cols, 1984). Sin embargo, no se
climina cf ritmo de temperatura corporal en ratas(Satinoft' y Prosser, 1988). La sugerencia de que los
NSQ's, funcionen como sistemas con mis de un oscilador, ta apoya el hecho de que lesiones
unilaterales de uno de los NSQ’s hacen desaparecer uno de los componentes de la particion en

animales sometidos a ciclos de luz continua.

Por otro lado, la restriccion en la disponibilidad de alimentos induce cambios de fase en
diversos ritmos circadicos de ratas mantenidas e un ciclo de L/O (Krieger, 1974), este fendmeno no cs
abolido por lesiones det NSQ (Krieger y cols,, 1977). Asi mismo, animales lesionados del NSQ
presentan actividad ritmica anticipatoria sincronizada por fa disponibilidad de ufimentos (Phillis y
Mikulka, 1979. Stephan y cols., 1979), lo cual sugiere la presencia de otro oscilador en ef sistema
susceptible a la sincronizacion por alimentos. A pesar de que no existe evidencia directa a favor de
dicho oscilador, se ha reportado ritmicidad residual después de detener la restriccion de alimentos
(Honma y cols., 1983). También se ha observado que el ritmo de actividad locomotora sincronizable
por la alimentacion presenta oscilacion espontanea en obscuridad continua y privacion total de
alimentos, ocurriendu simultdnea ¢ independientemente de la oscilacion espontanea del mismo ritmo
cuando se sincroniza a la fuz (Coleman y cols., 1982). Estudios sobre las interacciones del ritmo
sincranizable para los alimentos sugieren que existe acoplamiento entre los osciladores que generan
cada ritmicidad (Stephan, 1986). Se ha propuesto al nicleo vemromedial del hipotdlamo (NVH) como

¢l posible oscilador que se sincroniza por la disponibilidad de alimentos, ya que lesiones de dicha area
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previenen los efectos sobre fu ritmicidad (Krieger, 1980, Inouye, 1982). Sin entbargo, la ausencia de
ntancidad awosostenida en el NVH y la recuperacion espontanea del fendmeno anticipatocio despues
de la fesion de este. sugicren que el NVH es una via de entrada de Ja mfoymacion hacia el oseitador
(Inouye. 1983; Mistlberger y Reischischafflen, 1984). Existe ritmicidad circadica en la morfologia y
bioguimica de la retina de vertebrados (Moore-Lde y Sulzman, 1981, Moore-Ede y cols,, 1979,
Pirtendrigh, 1960; Pittendrigh y Daan, 19706). Algunos de estas rilmos, son parcialmente independientes
del cantral eferente (Rossenwasser y Adler, 1986). implicando la existencia de osciladores circadicos
locales dentro del ojo. En ciertos reptiles y aves, la enucleacion del ojo interfiere con la generacion de

conductas can ritmicidad circadica (Rossenwasser y Adler, 1986)

La conectividad anatdmica del NSQ puede proveer indicios para fa identificacion de otras
estructuras newrales mvolucradas en el sistema circadico y su coordimacion. La gran variedad de
conexiones que permifen al NSQ comunicarse con estructuras hipotalamicas, talamicas, limbicas, y del
tallo cerebral caudal apoyan la hipotesis del papel de marcapaso del NSQ (Berk y Finkelstein, 1980,
Binkley y cols.,, 1980; Hamm, 1980; LaVail, 1976, Pang y cols, 1981); sin embargo, estas conexiones
podrian sobrelievar uno o varios de los yoles funcionales temporales en el sistema circadico (Besharse y

“Luvone, 1983; Terstein y cols., 1980). Conceptualmente, se tiene que hacer una distincion entre vias
eferentes del NSQ, las cuales estan involucradas en la transmision circddica de la sefial temporal a
drganos blanco no ritmicos, y aquellas vias que permiten un acoplamiento jerdrquico o no jerarquico de

miltiples osciladores circidicos anatomicamente distribuidos (Rossenwasser y Adler, 1986).

En varias especies de peces, (Ebiliara y Kawamura, 1981; Fuchs, 1983; Gwinner, 1978;
Laitman y Turek, 1979, Menaker y Binkley, 1981, Takahashi y Menaker, 1979), reptiles (Underwood,
1977, 1983), y aves (Kavaliers, 1979) la glindula pineal juega un papel importante dentro de la
organizacion del sistema circadico. La pinealectomia trae como consecuencia alteraciones en el periodo
en oscilacion espontanea, particion de sitmos de actividad o pérdida de la ritmicidad (Underwood,
1984). Estos resultados refuerzan la hipotesis de que la pineal funciona como un marcapaso en

vertebrados inferiores y probablemente a través de la secrecion de melatonina, promueva el
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acoplamiento entre multiples osciladores circadicos (Cassone y Menaker, 1984; Mcnaker y Binkley,
1981). En mamiferos se ha reportado que la pinealectomia produce {inicamente un ajuste mas rapido al
cambio de fase a ciclos de L / O (Klein y Moore, 1979; Klein cols., 1983), pero son importantes en lo

que se reffere a la latencia de la particion (Aguilar Roblero y Vega Gonzalez, 1993).

Tanto la pineal como el NSQ se cree que estan involucrados en un asa de retroalimentacion
neuroenddenina En los mamiferos, fa ritmicidad circadica es impuesta sobre la pineal por ¢l NSQ por
una via hipotafamo-autonomo-pineal (Binkley y cols., 1980, umm, 1980; Pang y cols., 1981). Se ha
reportado ntmicidad circddica similar en procesos biosintéticos que ocurren tanto en retina como en la
pineal (Binkley y cols., 1980, Hamm, 1980; Pang y cols., 1981), dos estructuras que reciben inervacion

via ganglio cervical superior.

El nucleo mesencefilico del rafe (en particuiar el nicleo medio y dorsal) provee una entrada
serotoninérgica al NSQ (Aghahanian y cois., 1969; Ajika y Ochi, 1978; Azmitia y Segal, 1978; Moore y
cols., 1978; Van de Kar y Lorens, 1979), asi mismo, se ha visto que existen proyecciones del NSQ al
rafe (Bons v cols., 1983). El nicleo del rafe esta también impiicado en el control de la ritmicidad
circidica de la secrecion hormonal de fa pituitarta anterior (Assenmacher, 1982; Hery y cols,, 1982),
Los ritmos de actividad circadica pueden ser afectados con lesiones que involucren el nicleo medio y
dorsal del rafe (Levine y cols., 1986); sin embargo, también se ha reportado que estas lesiones no
eliminan los ritmos circadicos, aunque disminuyen s amplitud (Block y Zucker, 1976; Kam y Moverg,
1977). También las hormonas esteroides gonadales pueden influenciar el periodo, Ia fase y coherencia
delos ritmos circadicos de actividad (Albers, 1981; Albers y cols., 1981, Gwinner, 1974; 1975; Morin,
1979; Morin v Cummings, 1981; Zucker, 1979; Zucker y cols., 1980).

La administracion cronica de la anfetamina y metanfetamina producen la interrupcion del ritmo
de actividad locomotora en la rata. Los animales tratados presentan alteracion de la ritmicidad en dos
componentes de distinto periodo, asi como cambios diarios en la relacion de fase de dichos
componentes con el ciclo de Juz ambiental, fendmeno conocido como coordinacion relativa (Honma y

cols., 1986). Efectos similares se han reportado en ratas recién nacidas (Honma y Honma, 1986).
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RELACIONES DEL SISTEMA CIRCADICO CON OTROS SISTEMAS RITMICOS

Tearicamente, los ritmos ultradianos pueden interrelacionarse con el sistema circadico a dos niveles
generales. Primero, las ritmos ultvadianos pueden ser modulados sobre una escata de tiempo circidico,
y segundo, ciertas procesos biologicos pueden ser la razon fundamental de la generacion tanto de

ritmos ultradianos como de ritmos circadianos.

Dentro de la endacrinologin hay muchos ¢jemplos de nitmos ultradianos que son en cierta
medida modulados sobre hases circadicas. Esto involucra la fase, la amphitud y I {recuencia de la
oscilacion wltradiana (Turek, 1994). Efectos de direccion de fase del mantenimiento temparal circidico
acurre para una amplia variedad de oscilaciones ultradianas (Aschoft'y Gerkemu, 1985). La modulacion
de la amphitud es apoyada por diversos eventos experimentales. La magnitud del incremento en la
oscilacion ultradiana de  GH asoctada al suefio y Ia liberacion puberal de LH depende de ta hora
circadica a la cual ocurra el suefio (Van Cauter y Refetoff, 1989; Van Cauter, 1985). Por otro lado, la
variacion circadica pronunciada de ACTH y cortiso! es activada por la modulacion de la amplitud del
pulso, mis que por cambios en la frecuencia del pulso (Van Cauter y cols., 1990; Veldlwis y cols, 1989;
1983), y modulacién de la frecuencia. El suefio ejerce cierto control sobre la frecuencia de la liberacion
neuroendoctina del cortisol, con una clara inhibicion de la pulsatilidad durante las primeras horas
después del inicio del suefio (Weitman y cols., 1983). A pesar de que las lesiones del NSQ interrumpen
muchas-sino es que todas-las variedades de ritmos circadicos, el patron pulsatil ultradiano de liberacion
de LH por la pituitaria en ratas (Soper y Weich, 1980) y fa ritmicidad ultradiana en actividad
locomotora cn el raton campestre (Gerkema y Daan, 1985) no desaparecen. La gran variabilidad de
ritmos ultradianos y Ia naturaleza imprecisa de! periodo de muchos ritmos ultradianos plantea una gran

limitante en este tipo de correlaciones (Turek, 1994).

RELACIONES INFRADIANAS ¥ CIRCADIANAS.

A pesar de que eventos especificos en el ciclo ovarico de muchos mamiferos ocurran a intervalos que se

ubican en el rango infradiano, existen datos de diferentes especies de rocdores demostrando que
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eventos relacionados al estro, tales como la variacion proestral en 1a liberacion de LH y FSH, ovulacion,
incremento en secrecion de progesterona, e inicio de receptividad sexual, estan todas relacionadas con
¢l sistema circadico y ocurren a horas especificas sobre los dias en los que estas deben de ocurrir

(Campbell v Turek, 1981; Rusak y Zucker, 1979, Donham y Stetson, 1991, Keete y Turek, 1985).

Una amplia variedad de sefiales ambientales, las cuales cambian sobre una base anual son
usadas para sincronizar la estacion de apareamiento y asi la época de nacimiento, cuando la probabilidad
de supervivencia tato de los padres como de las crias es elevada. La principal seifal ambiental para
estimular la actividad gonadal v la condicion reproductiva durante la época apropiada del afia para
muchos animales es el cambio estacional de la longitud del dia (Follet y Follet, 1981; Goldman y Elliot,
1988, Reiter v Follet, 1980). Una enorme variedad de ciclos anuales tanto fisiologicos como
conductuales han sido reportados, incluyendo color de pelaje, migracion, crecimiento, muda de piel e

hibernacion (Turek, 1994).

La glandula pineal y la melatonina juegan un papel central en la transiisidn de informacidn
acerca de la longitud del dia al ¢je neuroendocrino-gonadal (Turck, 1994). La transferencia de
informacion fotoperiddica de la madre af feto es prevenida por la pincalectomia de la madre, ademis
puede ser alterada por {a administracién de melatonina exogena (Weaber y Reppen, 1986, Elliot y

Goldman, 1989; Horton y cols., 1989, 1990; Lee cols., 1989; Stetson y cols., 1989).

En varias especies de himster, la exposicion a dias cortos resulta en dramaticas inhibiciones de
actividad reproductiva manifestada por un decremento en niveles de LH, FSH, prolactina y testosterona
asi como en regresion testicular. Cambios inducidos presumiblemente por el fotoperiodo en 1a liberacion
de GnRH hipotalawnica sustenta los efectos de la longitud del dia sobre la liberacion de gonadotropinas.
Sin embargo. no se ha establecido el papel de los efectos de la longitud del dia sobre la actividad de
GnRH (Turek, 1994). Los efectos del fotoperiodo jueden propiciar un cambio en el pulso generador
hipotalamico. mientras la exposicion a dias cortos pueden inducir un decremento de la frecuencia de la
liberacion pulsatil de LH de la glindula pituitaria (Bittman y cols., 1992; Swaan y Turek, 1988; Kley y
cols., 1989)
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A pesar de que algunos de estos ritmos parecen ser conducidos por un ritmo circanual en
secrecion gonadal de hormonas, otros ritmos anuales se han observado en animales castrados
moswando independencia det ciclo ganadal (Pengelley, 1974; Gwinner, 1981; Zucker y Litcht, 1983,

Zucker y Boshes, 1982).

Los relojes circanuales se piensan usualmente como “relojes reales™ cuya funcion primaria es
proveer de orden temporal al organismo. Sin embargo, mientras ciertos refojes circanuales pueden tener
la funcion primordial de marcapasas. algunos simplemente pueden representar osciladores que son
producto de propiedades dinamicas del sistema (Turek, 1994). Con todo y que et NSQ tenga un papel
esencial en la generacion de la ritmicidad circadica, este no es un componente esencial en el sistema

responsable para la generacion de riticidad circanual (Gwinner, 1981).

A pesar de que este conjunto de evidencias sugieren la existencia de un sistema
multioscilatorio, todavia queda abierta la pregunta de cudles podrian ser los otros sustratos anatomicos

involucrados como posibles osciladores.

ACTIVIDAD METABOLICA DEL NSQ

Se ha niostrado que la utilizacion de glucosa puede medirse en ¢t NSQ y que esta propiedad puede
servir conto “un marcador efectivo para la actividad funcional del nicleo (Schwanz y Gainer, 1977) .

in vivo , la cual permite

Esto se lteva a cabo por medio de una técnica de autorradigrafia desarrollada
determinar la utilizacion de glucosa de estructuras individuales dentro del cerebro usando 2-deoxi-D-
{14C)-glucosa (2-DG) como trazador inyectada intravenosamente (Kennedy y cols., 1975, Plum y

cols,, 1976; Sokoloffy cols., 1977).

En animales sincronizados a un ciclo de L/O 12:12 se han reportado valores altos en la actividad
metabdlica del NSQ durante la fase de iluminacion (Schwartz y Gainer, 1977) . En animales sometidos
a 0/Q | se hu reportado valores altos durante el dia subjetivo  y valores bajos en la noche subjetiva

(Schwartz y cols,, 1979) .
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LOS TRANPLANTES DE TFJIDO NERVIOSO.

Los transplantes de tejido nervioso al sistema nervioso de los mamiferos, surgieron hace
apoximadamente 100 afios. Los experimentos de Dunn (1917), Le Gross Clark (1940) y de May (1945,
1962) , establecieron algunos principios basicos para ésta técnica. El desarrollo de tejido neural de
fetos y neonatos como donadores puede sobrevivir cuando se coloca dentro de un lugar que permita un
adecuado suplemento de nutrientes a partir del sistema nervioso del animal hospedero. Las neuronas
transplantadas comtinian sus patrones normales de diferenciacion y frecuentemente se organizan en
patrones citoarquitectonicos reminiscentes de! sitio de origen. No cs sino hasta la década de las setentas
que los transplantes de tejido cerebral de los mamiferos se ensayan propiamente y es en la década
pasada que el transplante de células y tejidos neurales en tejido nervioso adulto comenzéd a usarse
ampliamente como herramienta experimental (Bjorklund , 1991). En este proceso se ha sugerido que
las limitantes para la supervivencia , desarrollo y diferenciacion del tejido nervioso transplantado al
cerebro son: la edad del sujeto donador, la edad del sujeto receptor y el sitio donde se coloca el

transplante.

La edad de! tejido a transplantar: se ha mostrado que tomar un explante de embriones o de
neonatos facilita la sobrevivencia de este al ser transplantado. Un tejido poco diferenciado como los
neuroblastos o las células neuroepiteliales tienen la capacidad de sobrevivir a las manipulaciones a las
que sean sometidas. Asi, una vez concluido el transplante, el tejido continlia su desarrollo y conserva
caracteristicas de la regién de donde fue tomado. Cabe mencionar, que ent el desarrollo ontogenético del
sistema nervioso central (SNC), las 4reas cerebrales surgen y maduran en diferentes tiempos y
velocidades, siendo importante considerar la edad gestacional y ¢l nivel de maduracion de! drea en

estudio.

La edad del receptor: el crecimiento e integracion del transplante con el tejido huésped, si bien
no es afectado ni es limitado cuando éste se realiza a organismos maduros o seniles. En un tejido cott
vias definidas, la interaccién anatémica entre el tejido transplantado y el tejido huésped muestra
dificultades para llevarse a cabo. Por otro lado, cuando e transplante se realiza dentro de los primeros

dias de vida postnatal, el proceso de diferenciacion de los nicleos y de las vias en ¢! tejido huésped,
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continua, dando lugar a una integracion Optima entre ambos tejidos. Esto se debe a que en el
crecimiento inicial y desarrollo de las ncuronas y sus procesos existen concentraciones altas de factores

neurotroficos (macromoléculas directamente responsables de la viabilidad de las neuronas en el SNC).

La colt;cacién del transplante: si se coloca el transplante en un sitio como lo es la cavidad junto
a los plexos coroideos o en un espacico artificial donde se ha permitido la proliferacion de la pla, se
asegura una vascularizacion rdpida y con ello una nutricion adecuada del transplante que es el principal
requisito para que éste sobreviva. I3stos procedimientos aunque efectivos, resultan ser poco aplicables
ya que su uso se restringe a las areas corticales (Bjorklund y Stenevi, 1984; Stenevi y cols., 1985). La
luz de los ventriculos cerebrales es favorable a la sobrevivencia del transplante, donde el implante se
nutre a partir del liquido cefaloraquideo (Perlow y cols., 1979). Con este procedimiento se tiene que
considerar que el crecimiento de! transplante esta limitado v, se ha propuesto que fa interaccion entre

ambos tefidos es mejor cuando se compromete la pared ependimaria (Freed, 1985).

La posibilidad de disociar células e inyectatas dentro del parénquima cerebral, ha
incrementado las posibilidades para el uso de los transplantes, con este procedimiento ef dafio al cerebro
huésped es niinimo y no se requiere de un Jecho vascular enriquecido. Asimismo, fa ubicacién del
transplante en el drea requerida es precisa y se puede calcular la cantidad de células implantadas

(Bjorklund y cols. 1985).

ASPECTOS FUNCIONALES DE LOS TRANSPLANTES

Transplantes de tejido nervioso del SNC fetal han revelado una encnine capacidad para desarrollarse en
nuevos ambientes, integrandose con el tejido hospedero y gjerciendo efectos troficos y funcionales que

promueven !a regeneracion funcional después de un dafio cerebral previo (Bjorklund, 1991),

Los intentos de promover la recuperacion de funciones alteradas por lesion o deficiencias
congeénitas en el SNC, se remontan a los trabajos de Tetlo (1911) y de Ramoén y Cajal (1928), quienes

introdujeron la idea de utilizar secciones de nervios peniféricos como puente para promover la
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regeneracion axonal. En los ultimos veinte aftos esta idea ha sido retomada aplicandose a diversas
estructuras cerebraies como el hipocampo, el cuerpo estriado, la corteza frontal y ¢! hipotalamo entre
otras. En éste dltimo punto se ha concemrado el esfuerzo conjunto de muchos investigadores

obteniendo resultados alentadores.

Los trabajos de Bjorklund y Stenevi (1979) y de Dunnet y cols. (1981), colocando un
transplante dopaminérgico (de substancia nigra fetal) en una cavidad cartical junto al cuerpa estriado
previamente denervado induce recuperacion funcional. En ef modelo de lesion unilateral de la via nigro-
estriatal se ha visto también un efecto de recuperacion funcional por medio de transplantes de tejido
nervioso (Perlow y cols,, 1979; Freed y cols,, 1980; 1981). Se ha reportado recuperacion en animales
con trastornos congénitos. Posteriormente, en ratones con hipogonadisma congénito el transplante del

drca predptica al 111 ventriculo es capaz de revertir el hipogonadismo (Gibson y cols., 1982, 1984 ),

Ratas que han suffido lesion del NSQ nwmestran una pérdida del ritmo circadico de ingesta de agua y de
locomocion, {a recuperacion del ritmo se da después de colocar en ef 111 ventriculo transplantes de
hipotalamo fetal (Drucker Colin y cols., 1984; Sawaki y cols.,, 1984; Aguilar Roblero y cals., 1986;
1992a; 1992b). Hoy en dia un considerable némero de estudios indica que el tejido neurat transplantado
sobx'é\'ive, se integra al hospedero y provee recuperacion funcional después de un dafio cerebral en
modelos de animales de desordenes neurodegenerativos (Koutosis y cols., 1994). A continuacion se

muestra una tabla con los principales enfoques que se le dan a los estudios de transplantes.
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OBSERVACIONES NEUROQUIMICAS Y

MODELO PRUEBA TEJDO TRANSPLANTADO
CONDUCTUAL ANATOMICAS
de Parid R iones inducidas por | Substancia nigra. Conc:dom:xi sinapticas_ entre ¢l mplgntc y ¢l hospedero.
iooes con 6-OHDA de ratas y anfetaminas y apomorfina. Restauracion de Jos niveles de dopamina (DA).
rimates,
al de Parkinson Prucba sensorio-motora Médula adrenal v células modificadas Produccion y secrecion de DA y factores troficas por parte de
jones con MPTP de ratones y | independiente del uso de genéticamente. Médula adrenal y las células modificadas respectivamente.
rimates, miembros. Afagia y adipsia,
temblor v rigidez.
Coordinacion y balance.
a1 de Huntington Actividad locomotora, | Cuerpo eswiado y células modificadas | Recstablecimiento do fibras por ieida transplantado.
s6n de cacrpo estriado con rotacién inducida por genéticamente. Recuperacion de Ia activi a colinesterasa
inas, apomorfina. Respuesta de
Jaberinto T. ’
de Alsheimer Laberinto de Morris de - | Sepsum / Banda diagonal del locus g";ﬁb’“’”’f‘m" d"::;s‘ R‘f‘i“"cb";‘;i"’“ de fos mveles de
istemas colinérgicos corticales v | Fadial, respucsta a laberinto
tohipocampales. " 1T. Actividad locomotora v
prevenicion pasiva.
pilepsia. Kindling. Locus coeruleus, cortex, septum. Resstablectmiento de fibras del corte transversal de 12 fimbria
iones farmacolégicas y Hornix.
shocks.
iciencia en ia kormona Conducta reproductiva. Area predptica. Incremento en la LH pituitaria v/o LH v FSH plasmatica,
dora de gomadotropina
ipotalémica
E_esibn def NSQ Act. circadica en conductas | NSQ y cortex. Reestauracion de la entrada retinal, presencia de agrupaciones
de ingesta de aguz alimento celulares neuropeptidérgicos similares a las del NSQ adulto.
y locomocion.
Dalor y Parilisis Anelgesia, locomocién v Médula adrenal v metacncefalinas, Liberacion de opidceos y catecolaminas, conexiones Sinapticas
f csién de médula espinal, reflejos sexuales. médula espinal, locus coerulens y cortex. | entre el transplante v ¢l hospedero.




MECANISMOS DE ACCION DE LOS TRANSPLANTES
En la década pasada y principios de esta, ha quedado bien establecido que en condiciones adecuadas,
los transplantes de tejido nervioso son capaces de sobrevivir por largos periodos, en comparacion con la
supervivencia en sitios periféricos. De hecho, el transplante perece integrarse en el parénquima del
hospedero (Winder y cols,, 1988). Este hecho no excluye que Ia reaccidn inmune no tenga lugar, ni
tampoco implica la supervivencia permanente de un tejido inmumoldgico incompatible. El hecho de que
se evite el reconocimiento del transplante en forma total o parcial se conoce como restriceion

inmunologica (Barker y Billingham, 1977).

Aun cuando se desconocen los fundamentos de este fenomeno, se ha sugerido que podria
facilitarse por una deficiencia para detectar la presencia de antigenos ajenos al organismo y la presencia
disminuida de macrofagos. Se ha observado que la presencin de Ia barrera hematoencefilica no es
fundamental, ya que la mayoria de las técnicas desarrolladas implican la ruptura de la mismia en el drea
que rodea al transplante. Sin embargo, estos transplantes sobreviven en forma adecuada (Rosentein,
1987). Se ha reportada que el transplante, de tejido nervioso al cerebro parece no sensibilizar al sistema
inmune def huésped. No obstante, si un transplante de piel se realiza antes que el tejido nervioso, el
sistema es sensibilizado y el rechazo del transplante de tejido nervioso es inmediato. Estos resultados
sugieren que a pesar de la capacidad del sistema inmune de provocar el rechazo del transplante, dicho
sistema carece de cierta capacidad para identificar los antigenos presentes en ¢l implante. Esto apoya la
idea de que los antigenos asoctados a cualquier tipo de transplante parecen no ser expuestos al sistema

inmune cuando se colocan en sitios con restriccion inmunologica (Wikstrand y Bigner, 1980).

Se han propuesto dos mecanismos basicos por los cuales puede interactuar ef transplante con
el cerebro huésped. En ciertas patologias se ha visto que la administracion periférica de farmacos
andlogos a determinados neurotrasmisores, restauran funciones que estin relacionadas con regiones
conocidas del SNC. En este sentido, el transplante puede proveer un sistema local liberador de

determinado neurotrasmisor funcionando como “bomba biologica”, proporcionando ciertas ventajas
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como por ejemplo evitar el paso previo de la substancia activa por la barrera hematoencefalica v
permitiendo dirigir las substancias de interés a regiones cercbrales determinadas (Bjorklund, 1991),

E otro mecanismo propuesto, se plantea en base del grado de reinervacion en los transplantes
Dada {a existencia de una posible interconexidn, se ha propuesto que los ransplantes podrian participar
en funciones mas integradas (Bjorklund y cols, 1987). Esto se puede ver en transplaites de tejido
mesencefdlico ventral y sustancia nigra, fos cuales se caracterizan por la habilidad de regencrar
conexiones interneurales complejas, asi como conexiones sinapticas en el estriado de animales
previamente lesionados (Annet v cols., 1990; Fine y cols,, 1988; Dunnet y cols.,, 1981); observandose
ademas que ¢l tejido transplantado forma axones y crece extensivamente ¢n el drea cerebral lesionada
(Stenevi y cols., 1976). Ademds se ha repartado que los transplantes desarrollan factores morfvldgicos

y neuroquimicos observados en tejido normal adulio (Koutouzs y cols., 1994).,

ANTECEDENTES ESPECIFICOS
Como se menciond previamente, existe la evidencia experimentat que apoya la fipotesis de que el NSQ
transplantado  puede considerarse un oscilador circddico. La capacidad de una  diferencincion
morfologica y funcional adecuada de los transplantes de NSQ fetal en el sistema nervioso se ha
demostrado previamente por métodos de inmunokhistoquimica, awterradiografia, electrofisiologia v
canducta, Dichos estudios han demostrado que el NSQ transplantado se diferencia morfologicamente
en las regiones que lo caracterizan en ¢l adulto (un grupo de neuronas vasopresinérgicas adyacente a
otro grupo de ncuronas VIPérgicas), que dichas células presentan ritmicidad circadica de actividad
metabdlica y eléctrica (Aguilar Roblero, 1986, Aguilar Roblera y cols,, 1992ab) y que dichos
tratsplantes son capaces de inducir la recuperacion de la ritmicidad circidica en la ingesta de agua
(Drucker Colin y cols., 1984; Aguilar Rablero y cols., 1986) y la locomocion (Sawaki y cols., 1984) en
ratas, asi como la locomacion en hamsters (Aguilar Roblero y cals., 1988; 1995). Se ha visto que fibras

de neuropéptido Y o serotonina pirovenientes del hospedera inervan a los transplantes de NSQ con
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especificidad hacia células vipérgicas de los transplantes; sin embargo, la presencia de cstas entradas no

parece ser critica para la restauracion de la ritmicidad (Lehman y cols., 1991).

Por otro lado, ratas Brattieboro (cepa que se caracteriza por la deficiencia congénita de
vasopresina) utilizadas como receptores de transpluntes de NSQ de ratas Long-Evans (cepa con niveles
normales de vasopresina), muestran ritmicidad circidica en la presencia de vasopresina en el liquido
cefaloraquideo, asi también como inmunoreactividad n este neuropéptido, con caracteristicas que se
asemejan a las mostradas por células del NSQ (Earnest y cols., 1989). Otra seric de experimentos
realizados con una cepa mutante del hamster dorado Mesogrisetus auratus (Ralph y cols., 1990) con un
periodo circddico menor (20 hrs.), utilizada como donadora del NSQ para animales con un periodo
circadico normal (24 hrs.), asi como, el uso de xenotransplantes de especies cruzadas de roedores
(Saitoh y cols., 1991; Sollars y Kimble, 1993) muestran recuperacion de la funcion y el periodo refleja
inobjetablemente caracteristicas genotipicas, o sea el periodo caracteristico al organismo del cual se
obtuvo el tejido que se transplantd. Por otro lado, transplantes de células del NSQ disociadas han
demostrado que la organizacion tipica del nicleo no es necesaria para la generacion y expresion del

ritmo circadico en oscilacion espontanea, de locomocion (Silver y cols., 1990).

En cuanto a los mecanisinos de interaccion entre el transplante det NSQ y el hospedero para
restaurar la ritmicidad hay controversia. Se ha reportado que la colocacion de_ transplantes de
hipotalamo anterior en el ventriculo fateral, nuestran efectividad en cuanto a [a induceidon de ritmicidad
en hamsters previamente lesionados (Lelman S' cols., 1987; Aguilar Roblero y cols., 1988) sugiriendo
un mecanismo humoral. Por otro lado, otra serie de experinientos muestran resultados controvertidos

(Harrington y cols., 1987), ya que en este reporte no se observa recuperacion funcional,

En estudios anatémicos del NSQ intacto se ha visto que son posibles numerosos canales
neurales para comunicar la informacion circidica. Uno de estos es la proyeccion al nicleo
paraventricular hipotalamico y la zona subparaventricular, principal fuente de conexion hacia Ia glindula
pineal que es responsable de la produccion ritmica de melatonina (Klein y cols., 1983), que es Ia ruta

por fa cual ¢l NSQ media las respuestas reproductivas al fotoperiodo (Pickard y Turek, 1983), En este
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sentido, la deficiencia de transplantes del NSQ para restaurar respuestas fotoperiddicas en hamsters
puede ser debido a Ia avsencia de conexiones neurales apropiadas entre el transplante y el hospedero

(Ralph y Leliman, 1991),

De esto padermos concluir que of transplante de hipotilamo fetat es una valiosa herramienta en

¢l estudio det papel det NSQ en 1a ritmicidad porque puede funcionar como oscilador circadico.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De lo anterior podemos plantear una perspectiva general del funcionamiento det sistema circidico en
toedores, pero todavia son insuficientes los estudios que indaguen los mecanisnios por los cuales se
genera Ja ritmicidad circidica y como ésta ultima se transmite a los efectores. Con respecto a la
hipotesis de osciladores miltiples en ¢l SNC no se ha identificado el sustrato anatémico de olros
osciladores que no sean el NSQ. Por otro lado, a la luz de una creciente evidencia experimental que
apoya la existencia de osciladores circadicos miltiples en roedores uno se pregunta: cudles son los
imecanismos de acoplamiento entre ¢} NSQ y otros osciladores no identificados, surgiendo basicamente

las siguientes posibifidades:

1) Acoplaniiento neural. Imiplica que las conexiones eferentes del NSQ afectan los sistemas efectores y a
otios asciladores a través de vias nerviosas. Datos disponibles indican que solo Ia fesion de las salidas
caudales del NSQ son capaces de alterar algunos ritmos circédicos (Moore y Eichler, 1972; Moore y
Klein, 1974). Por otfa parte, se ha reportado que los ritmos de actividad locomotora y de
corticosterona plasmidtica mantienen relaciones de fase constantes cuando se descomponen por luz
continua (Honma e Hiroshigue, 1978) o después de la interrupcién de su patrdn circadico por lesiones
del NSQ (Watanabe ¢ Hiroshigue, 1981). Estos resultados sugieren que los efectores de algunos ritmos
estdn acoplados a una estructura distinta del NSQ, ya que lesiones de este micleo no alteran sus
relaciones de fase. Ciertos estudios indican que ésta estructurs podria localizarse en In zona

subparaventricular del nicleo paraventricular, ya que el marcaje con trazadores anterogrados y
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retrogados indican que gran parte de las eferencins del NSQ proyectan a dicha zona, la cual a su vez
proyecta hacia las mismas areas a las que lo hace el NSQ, formando asi un sistema de informacion

redundante (Watts y cols., 1987, Watts y Swanson, 1987),

1) Acoplamiento neuraendocriio. tmplica que las salidas del NSQ estan acopladas a un sistema de
neurosecrecion, cuyns “nenrohormonas” serian las responsables de imponer a sistemas efectores y otros
osciladores, un nivel de ejecucion en funcion del titipo o una relacion de fase dada. El que una o varias
“neurohormonas” se encarguen de acoplar distintos osciladores es una hipotesis atractiva, ya que ol
mecanisto tipico de regulacion sostenida, difusa y a distancia corresponde al del sistema enddcrino,
Esto se sugiere porque ta mayoria de las salidas del NSQ van hacia el kipotalame (Swanson y Cowan,
1975; Sofroniew y Weind!, 1978; Sims y cols,, 1980; Berk y Finkelstein, 1981, Hoomeman y Bojis,
1982), ¢l cual es considerado la via fiual comin enddcrina (Krieger, 1980) y funciona como un
transductor neuroendocrino a través de la regulacion de {enbémenos neurosecretores (Scharrer, 1978,
Guillermin, 1980). Recientemente s¢ ha reportado que la melatonina es capaz de sincronizar el ritmo
locomotor de ratas en obscuridad continua (Reedman y cols,, 1983). Adicionalmente se ha reportado
que la melatoning es capaz de inducir cambios de fase en ol ritmo de actividad metabolica del NSQ
(Cassonc y cols, 1987) y que la pincalectomia induce wna particion mis acelerada en hamsters

sometidos a luz continwa (Aguilar Roblero y Vega Gonzalez, 1993).

Lo que limita el estudio de este problema es que no se han identificado otros osciladares con
las caracteristicas det NSQ, y que no se sabe si este se torma por unidades independientes con
caracteristicas de osciladores (p.e. los NSQ izquierdo y derecho). Ademéds se desconocen los
mecanismos por los cuales las células del NSQ generan y regulan la expresion de los ritmos circadicos.

En definitiva, bay limitantes metodologicas que no permiten solucionar de manera apropizda estas

preguntas.

Una posible solucion a las limitantes anteriores es el nso de los transplantes como herramienta
experimental, El hecho de que exisia evidencia experimental que apoya la ipdtesis de que e NSQ fetal

transplantado funciona como oscilador, nos permite crear un sistema multioscilatorio en animales sin
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lesion del NSQ, con sustratos identificables donde se pueden determinar fos efectos del transplante
sobre ¢ sistema circadico, pudiendo evaluarse a nivel metabolico (2-DG) y a nivel conductual 1a salida
del ritmo (conducta de ingesta de agua) que vamos a evaluar. Con este enfoque es posible estudiar en

un sistema experimental los mecanismos de acoplamiento de osciladores circadicos en Ia rata (Fig. 5).

*HIPOTESIS DE TRABAJO

Partiendo de que la fase del ritmo de Ia conducta predice In fase del NSQ en el animal nonnal, podemos
decir que: si la fase del NSQ determina fa fase del NSQ del transplante entonces ambos osciladores
estan acoplados. Por otra parte, si cf acoptamiento es humoral, no depende de la localizacion del

transplante.

*OBJETIVOS

Para e grupo de animales con transplantes a I1T ventriculo:

1) Determinar Ia fase de {a conducta.

2) Determinar la fase def NSQ hospedero y del NSQ del transplante por medio de 2-DG.
3) Comparar la fase conductual con la fase metabolica del NSQ.

4) Comparar la fase del NSQ con {a fase det NSQ transplantado.

Para el grupo de animales con transplastes a ventriculo latesal:
1) Detenminar la fase de la conducta.
2) Determinar la fase del NSQ hospedeso y del NSQ del transplante por medio de 2-DG.

3) Comparar la fase conductual con la fase metabolica del NSQ.

34



4) Comparar la fase del NSQ con la fase del NSQ transplantado.

MATERIAL Y METODOS

+ Sujelos en este estudio se wilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso entre 180 y 200 g,

como animales receptores de los transplantes. Ratas hembras con 17 dias de gestacion se wtilizaron

como donantes de los fetos, de los cuales procedieron los transplantes.

* Cirugia: todos los procedimientos quirurgicos se realizaron en condiciones asépticas. Los sujetos se
anestesiaron con Hidrato de cloral a una dosis de 400mg/Kg de peso corporal. Se montaron en un
aparato estereotéxico, con la barra de los incisivos en 0. Posteriormente se tomo una canula de acero
inoxidable (calibre 18), que se coloco en el cerebro utilizando en el aparato estereotaxico las
coordenadas A-P: 0.0, L: 0.0 : V: 8.0 con respecto a Bregma para transplantes al tercer ventriculo; y
las coordenadas A-P: -0.8; L: 1.2; V: 3.6 con respecto a Bregma para transplantes a ventriculo

lateral (Paxinos , 1986).

E! tejido a transplantar se obtiene de fetos de 17 dias de gestacion. En las ratas hembras, una vez
anestesiadas, se procedio a exponer el Gtero mediante una Japarotomia. Los fetos se extrajeron en el
momento del transplante. Se diseco el cerebro fetal y se coloco sobre su cara dorsal en un vidrio de
reloj con solucion salina fisiologica a temperatura ambiente. Bajo el microscopio de diseccion se
localizo la convergencia de las arterias cerebrales anteriores y la emergencia de los nervios opticos.
Se realizaron cortes a nivel rostral y caudal de [a emergencia del nervio y entre éste y las arterias
mencionadas, éstos @ltimos cortes fueron en sentido dorsomedial, formando un bloque de
aproximadamente 0.5 mm’ en forma de pirAmide cuadrangular cuya base era el quissma optico. Este
blogue se inyectd en 0.10 mi de solucion salina al 11l ventriculo y al ventriculo lateral de los animales
receptores. El tiempo transcurrido entre la incision del utero y la inyeccion del tejido fue

aproximadamente entre 3 y 6 minutos.
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+ Condiciones ambientales. todos los animales se mantuvieron en un ciclo natural de luz / obscuridad

cortespondiente a la época del aio antes del procedimiento quirdrgico. Posteriormente a la
recuperacion quirdrgica, los animales hospederos del transplante fueron mantenidos en un ciclo de

obscuridad continua; con disponibilidad de agua y alimentos ad libitum .

Registros se determind el patron temporal de ingesta de agua mediante un sistema de monitoreo
continuo disefado en el laboratorio de cronobiologfa del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM.
La rata se coloco en una caja de acrilico transparente de 40X25X20 cm. En ¢l piso del tercio frontal
de la caja, se coloco una placa de aluminio, justo por encima de esta placa se localizaba la botella con
agua con un bebedero de acero inoxidable. Este se aislo con un tubo de plastico de 2mm de espesor
que sobresalia 2nmm del orificio de salida del bebedero; de tal forma, que para que la rata bebiera
agua, era necesario que introdujera Ia lengua dentro del plastico del bebedero y se parara sobre la
placa de aluminio. La placa y el bebedero se conectaban respectivamente a las terminales negativa y
positiva de un circuito oscilador monoestable. Cada vez que la rata tocaba el bebedero, el circuito
generaba un pulso, el cual se normalizaba posteriormente en duracion e intensidad. Este pulso
alimentaba el convertidor analogico digital de una computadora la cual almacenaba la informacion en

bins de 30 segundos

Posteriormente, esta informacion se compactaba y almacenaba en discos flexibles y en archivos de 15
minutos. Se graficd la frecuencia de ingesta de agua por periodos de 1 hr. expresada como
porcentaje de la ingesta por 24 hrs. Inicialmente los datos se graficaban como actogramas dobles
“double plot”. El actograma es un tipo de registro que consiste de una seriec de histogramas
individuales ordenados sccuencialmente; en cada histograma se representa en las abscisas los
intervalos de tiempo extemo de registro en que se dividio un dia y en las ordenadas la intensidad de
In variable estudiada, asi como los distintos dias de registro arreglados a manera de renglon. En el
actograma en doble graficacion se repite el mismo actograma pero desfasado un dia sobre la escala
de las ordenadas, de esta forma se observan consecutivamente en un renglon el dia 1y 2, en el
siguiente el dia 2 y 3. y asl sucesivamente, permitiendo visualizar con facilidad el patron temporal de!

fendmena medido.
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Estimacion de Ja hora cirgadica.; Se analizan los registros de actividad conductual de los antmales en

ascilacion espontanea, se escogen cuanda menos siete dias previos al @ltimo dia registrado y se estima
de manera visual cual es el inicio de actividad en todos esos dias. Posteriormente mediante la
pralongacion de una linea de regresion, se estima cuando el animal va a iniciar su actividad el dia que se
escoge para Ja realizacion de la inyeccion de 2-Dg. Este analisis es previo a Ja inyeccion, y tiene que ser
lo mas itmediato posible, ya que si existe ut retraso de mas de un dia en la estimacion de Ja lora

circadica 12, el margen de error en ¢l calculo se incrementa por mas de una hora.

Una vez definida CT12 a patic del inicio de actividad, se relaciona con el tiempo externo (se
ve con que hora geagrafica concuerda), a partir de esto, se hacen intervalos cada tres horas para tener
un total de 8 horas circddicas a lo largo de las 24 hrs. Una vez obienida la concordancia entre las 8

horas citcddicas y el tiempo externo correspondiente se procede a realizar lu inyeccion.
* Determinacion de la actividud metabélica,

El método es derivado de un modelo basado sobre las propiedades bioquimicas de la 2-deoxiglucosa
(Sokoloff' y cols., 1977) (Fig. 6). La 2-deoxiglucosa es transportada bidireccionalmente entre la sangre
y el cerebro por el mismo acarreador que transporta la glucosa a través de la barrera hemato-encefafica
(Bidder, 1968; Bachelard, 1971; Oldenford, f97l). Dentro del tejido cerebral es fosforilada por la
hexocinasa a 2-deoxiglucosa-6-fosfato (Sols y Crane, 1954). La deoxiglucosa (2-DG) y la glucosa son,
por lo tanto sustratos mutuamente competitivos (en el transportador sangre-cerebro y en la fosforilacion
catalizada por la hexocinasa). La glucosa-6-fosfatose metaboliza (eventualmente a CO2 y agun, y en
menor grado via hexosa monofosfato), en comparacion con la deoxiglucosa-6-fosfato, la cual no puede
ser convertida a fructosa-6-fosfato y no cs un sustrato de la glucosa-6-fostato-deshidrogenasa (Sols y
Crane, 1954). La deoxiglucosa-6-fosfato puede ser convertida & deoxiglucosa-1-fosfato y asi UDP-
Deoxiglucosa y eventualmente a glicoproteinas y glicolipidos; pero estas reacciones son demasiado
lentas y en tejidos de mamiferos solo una fraccion bastante pequefia de deaxiglucosa-6-fosfato procede

hacia estos productos (Nelson y Sokoloff, 1983). La deoxiglucosa-6-fosfato y sus derivados una vez
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FIGURA  6.- Representacion diagramatica del modelo tedrico. Ci* representa la

concentracion total de 14C dentro del tejido cercbral. Cp* .y Cp representan  las
concentraciones de | 14C } deoxiglucosa y glucosa en plasma arterial respectivamente, Cr*
y Ce representan las concentraciones respectivas que sirven como sustratos para la
hexocinasa en el tejido. Cu* representa la concentracion de { 14C | deoxiglucosa-6-fostato
en ¢l tefido. Las constames ki*, ka* y K3* representan los rangos para ¢! acarreador que
media e transporte de [ 14C } deoxiglucosa del plasma al tejido, el acarreador que media el
transporte retrogrado del tejido al plasma y para ta fosforilacion de la hexocinasa,
respectivamente. Las constantes ki, k2 y ki representan los rangos cquivalentes para ln
glucosa. La [ 14C } deoxiglucosa y la glucosa compiten por los acarreadores que
iransporian a ambas sustancias entre ol plasma y el tejido, y por la hexocinasa, ln cuat las
fosforila a hexosas-6-fosfatos ( tomada de Sokolof'y cols., 1977).



formados son. por lo tanto, esencialmente atrapados dentro de tejidos cerebrales, el tiempo suficiente
para la evaluacion del consumo metabdlico. Si el intervalo de tiempo es lo bastante corto (por ¢jemplo
menos de una hora), se asume una pérdida de 14{C}DG-6-P de los tejidos, asi la cantidad de marca
radioactiva acumulada en cualquier tiempo dado, siguiente a la introduccion de 14{C}DG dentro de I
circulacion, es igual n la integral del rango de fosforilacion de 14{C}DG por hexotinasa en ¢l tejido
durante ese intervalo. Esta integral esta relacionada con la cantidad de ghicosa que esta siendo
fosforilada sobre el misino intervalo. dependiendo del curso temporal de las concentraciones relativas de
14{C}DG y glucosa dentro de los bancos precursores , y sobre la constante cinética de Michaelis-
Menten para la hexocinasa con respecto a la {14C}DG y la glucosa. En el consumo de glucosa en
estado natural. {a cantidad de glucosa fosforilada durante este intervalo de tiempo, es igual al flujo en
estado estable de glicosa que posteriormente se transforma en energia (ATP y cadena de NADH), este
paso es catalizado por la hexocinasa; y el rango neto del flujo de glucosa a través de este paso es iguat

al rango de utilizacion de la glucosa (Sokoloft; 1984).

La 2-DG-6-P puede medirse cuantitativamente en autorradiografias hechas en placas sensibles a
rayos X, exponiendo ¢stas a secciones del cerebro de un aninal inyectado . Estas autorradiografias son
utilizadas para calcular los rangos de concentracion de glucosa de todas las estructuras cercbrales
visualizadas o, alternativamente  para comparar graficamente los rangos relativos del consumo de
glucosa de una zona a otra, ya que las autorradiografias proveen representaciones graficas de las
concentraciones relativas del isotopo dentro de varios tejidos. La diferencia en la proporcion de tonos
de gris (densidad optica) de uu drea particular de la autorradiografia , es proporcional a la cantidad de

glucosa consumida en esa drea (Sokoloff'y cols., 1977).

Se midio la tasa de actividad metabdlica de células cerebrales mediante una modificacion de la
técnica de 2-Deoxiglucosa desarrollada por Sokoloft” (1977). Cada animal se inyectd intravenosamente
en la cola con una dosis de 125pCifKg despeso de 2-DG (1-14C-2-deoxi- D-Glucosa, de actividad
especifica 50 mCi/mMol. SIGMA). Después de 45 minutos, el animal se decapito, se le extrajo el

cerebro y se congelo rapidamente en isopentano mantenido en hielo seco y posteriormente se almaceno
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en un REVCO a -85C. Se procedit a cortar os cerebros a 20pm de grosor en un plano coronal en
direccion rostro-caudal. Los cortes fueron colectados inmediatamente en portaobjetos de vidrio
cubiertos con gelatina (0.2%) a intervalos de 40pm y divididos en dos series. Los portaobjetos se
dejaban secar en una parrilla a 60°C  durante cinco minutos. Posteriormente los cortes se panian en
contacto con una pelicula Kodak X-OMAT en cartuchos para placas awtorradiograficas donde se
“exponian” a temperatura ambiente durante una semana. Las placas se procesaron con revelador y
fijador GBX (Kodak), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Pespués de la exposicion, los

contes se tifiieron con Violeta de Cresilo para realizar el analisis histologico.

Las placas autorradiograficas se analizaron por densitometria en un analizador de imdgenes
(MCID, Imaging Research Inc.). La densidad optica de cada sitio en la autorradiografia (de 25 a
100pum) es almacenado en la computadora, se convierten posteriormente a concentraciones de {14C}
sobre Ia base de densidades opticas de muestras plasticas con una marca de {14C} cuantificada, que
después se convierten a una estimacion de la utilizacion de glucosa en  pmoles de
glucosa/100grm/minuto, por la solucion de la ecuacian operacional de acuerdo al modelo propuesto por
Sokoloff (1977). Posteriormente se utiliza un programa de analisis matematico (Excel) y se grafican los
datos de las horas circadicas contra las cifras de 2-Dg incorporadas a los tejidos de interés; en el caso

de éste estudio el NSQ intacto y el NSQ del transplante.

+ Tincion de Nissl: los cortes montados en portaobjetos con gelatina (0.2%) se deshidrataron en

concentraciones crecientes de alcohol  etilico (70%, 95%, Abs) y se rehidrataron con el
procedimiento inverso, se tifiiecron con soluicion de violeta de cresilo (0.5%) y se diferenciaron y

deshidrataron en alcohol etilico, se aclararon con xilol y se cubrieron con Permount .
DISENO EXPERIMENTAL
E! nimero total de animales estudiados fue de 63; de éstos, 33 fueron transplantados a tercer ventriculo
y 30 a ventriculo lateral. Después del periodo de recuperacion de la cirugia, los sujetos se colocaron en

cajas de registro para la conducta de ingesta de agua, donde permanecicron durante por lo menos un

mes. Por convencion, al inicio de la actividad se la define como la fase CT12; ésta se utilizd como
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marcador de fase para el cilculo de la hora a la cual iba a ser inyectado el marcador metabolico (2-DG).
El procedimiento utilizado se Hleva a cabo de la siguiente manera: se calculd fa CT'12 de los dltimos scis
dias de registro y se estimo con que hora geografica iba a coincidir en el dia programado para la
inyeccion. A partir de este paso, se decidieron las diferentes horas a las que se iba a aplicar Ia inyeccion
de 2-DG (Fig. 7). Basandonos en criterios de aspectos cualitativos en cuanto al material histologico
obtenido, asi como a las autorradiograflas procesadas, se escogieron los mejores representantes y con
estos se procedio a realizar el siguiente paso. En base a esto, se trabajo con 33 animales, 18 del grupo
de transplantes a tercer ventriculo y 15 del grupo de transplantes a ventriculo lateral. Una vez obtenida
una estimacion de la utilizacion de glucosa, las medidas densitométricas fueron analizadas
estadisticamente por medio de una ANOVA de una vin para la hora circddica de Ia inyeccion y las
medidas obtenidas de NSQ e hipotélamo anterior tanto para el grupo de animales con transplantes a
tercer ventriculo ast como para el grupo de transplantes a ventriculo lateral. La prueba estadistica
utilizada fue la de Duncan porque el niinero de la muestra se redujo en relacion a la cantidad inicial de
animales y esto trajo como consecuencia una desigualdad del mimero de aniinales por hora circidica

cvaluada (Fig. 7).
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RESULTADOS

La tasa de supervivencia de los transplantes en los 63 animales estudiados, fue de 85%; en animales
transplantados en el tercer ventriculo la taza de supervivencia fue de 93%, mientras que en animales
transplantados en ¢l ventriculo lateral fue de 76.66%. Los registros conductuales de los animales
estudiados muestran basicamente dos tipos de registros: tipicos y atipicos. Los registros tipicos a su vez
se caracterizan por tener dos sublipos; los unimodales cuya duracion tanto de o como p es de
aproximadamente 12 horas, es decir a : p=1 (Fig. 8). Y el bimodal cuya fase de inactividad estd
formada por dos componentes bien definidos en o (Fig. 9). Los registros atipicos muestran tres
subtipos: a) divergentes: con un componente de actividad que posteriormente se parie en dos a mas
componentes (ﬁig. 10). b) convergentes: en donde dos componentes convergen en uno solo (Fig. 11) y
¢) ciuzados: que se caracterizan por distintos componentes que se separan para luego juntarse

sucesivamente (Iig. 12).

Del grupo de animales transplantados en el tereer ventriculo mostraron registros tipicos el
48%, y 51.86% atipicos (Fig. 13). La mayoria de registros tipicos son unimodales mientras que los
atipicos son divergentes. Del grupo de animales transplantados en ventriculo lateral mostraron registros
tipicos el 66.66%; y el 33% atipicos (Fig. 14). Cabe mencionar que los registros tipicos son en su

mayoria bimodales y en el caso de los atipicos, la mayoria son convergentes,

En la evaluacion de la actividad metabolica, en el grupo de animales con transplantes en ef tercer
ventriculo, tanto el NSQ hospedero como el NSQ del transplante preseitan un maximo de actividad
metabolica a la CTOG y un ininimo a las CT15 (Tabla I). En el grupo de animales con transplante en ¢l
ventriculo lateral el NSQ hospedero presenta un méxinio de actividad a las CT09, mientras que el NSQ
transplantado presenta su méaximo a las CT15 (Tabla 1I). Cuando comparamos la actividad metabolica
del NSQ hospedero y del NSQ translantado mediante una prueba de t, se observa una mayor actividad
metabolica en este ultimo, tanto en el grupo de transplantes a tercer ventriculo (t = -4.77; p< 0.001),

como en el grupo de transplantes a ventriculo lateral (t = -6.86; p< 0.001 ),
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FIGURA 8- Actoprama de actividad en doble graficacion del tipo tipico unimodal.



TIEMPO EXTERNO (horas)

ll!llll!“'ll!'lLlll!"'ll"lllll[l](lliIlJJHJ

N

| |
i
.__MWL_

br

._.__

l-n-.

._t_ _»nﬁ.

L

sSYid

Actograma de actividad del tipo tipico bimodal.

FIGURA 9.-



DiAS

TIEMPO EXTERNO (horas)

- doam 1 dde . -
- -~ .
‘“‘r‘ = .
- '| c—l‘l
o * J &Ly o
- B -"; [ '™ )
- - ' Y ¢

v dma s IFTW s s e

olian A Wl Reon . - '

FIGURA 10.-  Actograma de actividad del tipo atipico divergente.



TIEMFO EXTERNO (horas)

I|l'l]lll||llll|llll‘lJJ

DIAS

FIGURA 11.- Actograma de actividad del tipo atipico convergente.



\
/

(horas

RNC

EXTE

MPO

Tik=

FIGURA 12 .- Actograma de actividad del tipo atipico en Cruces.



T NSQ HOSPEDERO  [ERROR ESTANDAR NSQ ERROR ESTANDAR
(+/-) TRANSPLANTADO (+/-)

0 46.52 0.49 02.52 3.83

3 50 84 028 6185 6.51

6 64.22 5.33* 09.20 IAYA

9 42.46 437 4791 2.28

12 45.98 333 55.18 9.41

3] 43.10 433 59.25 4.13

TABLA 1). Medidas de actividad metabélica (utilizacion local de glucosa jMol/100g/min) a diferentes

horas circadicas. Fis.12) = 5.03 * prueba de Duncan. P< 0.05.

cT NSQHOSPEDERO {ERROR ESTANDAR NSQ ERROR ESTANDAR
(+H-) TRANSPLANTADO (++)

0 53.21 11.7 60.23 6.12

3 52.40 6.30 64.16 2.69

6 56.06 4.66 7043 13.1

9 67.02 485 72.52 9.8

12 44.99 518 69.20 16.0

15 51.42 1.07 79.78 3.76

TABLA 1I). Medidas de actividad metabolica {utilizacion local de glucosa uMol/100g/min.) a

diferentes horas circadicas. Fs.i2) = 5.55, prueba de Duncan * P<0.05.




FIGURA 13.- Esquema que relaciona la ubicacion del transplante y los distintos tipos de

actogramas en tres sujetos diferentes del

gupo de animales transplantados a tercer
ventriculo,



FIGURA 14.- Esquema que relaciona Ia ubicacion del transplante y los distintos tipos de
actogramas en tres sujetos diferentes del grupo de animales transplantados a ventriculo
fateral.



Cuando en el grupo de animales de tercer ventriculo comparamos las curvas metabolicas normalizadas
del NSQ de los animales receptores con las del NSQ de los transplantes, observamos que ambas curvas
presentan la misma fase, es decir tienen el mismo patron de distribucion en lo que se refiere a los valores
alcanzados a lo largo de las 24 hrs. (Fig. 15). Haciendo lo mismo en el grupo de animales de
transplantes en el ventriculo lateral se observa que ambas curvas presentan diferentes fases en el patron

de distribucion de los valores alcanzados a lo largo de las 24hrs. (Fig. 16).

Si se compara el pico del NSQ hospedero del grupa de transplantes en el tercer ventriculo con el grupo
de transplantes en el ventriculo lateral, se observa que este ultimo presenta un retraso de fase de tres

horas

DISCUSION

El patron conductual se caracteriza por presentar dos formas de comportamiento: 1) donde se presenta
un solo componente de actividad circidica y 2) donde se presentan compouentes - circadicos y
ultradianos. En el primer caso, la presencia de un solo bloque de actividad puede deberse a que el
transplante presente la misma fase de actividad del NSQ hospedero. En el segundo caso, la presencia de
mas de un componente puede deberse a que el transplante se esté manifestando en forma independiente

del oscilador endégeno del animal.

Dentro de los distintos patrones conductuales observados, el patrén tipico unimodal puede
explicar que el transplante afecta o no afecta la conducta de la siguiente manera, En el primer caso

presenta la misma fase que el hospedero.

El patron tipico bimodal sugiere estar reflejando a los dos osciladores involucrados (NSQ
hospedero y transplantado), esto es congruente con el modelo de dos osciladores propuesto por Daan y

Berde (1978) v con el reporte de Daan y Pittendrigh (1976).

En los patrones atipicos las observaciones pueden deberse a:

13



‘'uMoif100g/min

—f— NSQ HOSP.

80 -

38 L . 1
0 3 6 ¢ 12 15
HORA CIRCADICA

FIGURA 15.- Curvas de actividad metabolica del grupo de animales transplantados a Il
ventrcnlo. En el ¢je de las ordenadas las unidades de nctividad metabolica se dan en
pMol/100g/min. El eje de las abscisas carrespande a las distintas horas circtdicas (CT).



«

uMol/100g/min

-3— NSQ HOSP.
—&-— NSQ TRANSP.

80

35 - g T T T T
0 3 6 9 12 15

HORA GIRCADICA

FIGURA 16.- Curvas de actividad metabolica del grupo de animales transplantados en el
ventriculo lateral. En el eje de las ordenadas las unidades de actividad metabolica se dan en

1Mol/100g/min. El eje de las abscisas corresponde a las diferentes horas circidicas (CT).



A)que el transplante no afecta al sistema encargado de generar la conducta en si misna, sino que mduce
un desfasamiento del ciclo del oscitador hospedero y que esto se manifiesta por un fendmeno de

coordinacian relativa interna. En pocas palabras, que estd existiendo una interaccion entre los relojes.

B)que el transplante tenga una fase distinta a ta del NSQ hospedero y que no afecte directamente a
éste, sino que induzca un cambio en algin sitio de Ia salida del sistema det hospedero (Fig 17-A).

Los cambios de actividad metabolica del NSQ hospedero observados a lo largo de las 24 hrs
corroboran las observaciones realizadas por otros grupos de investigacion en lo que respecta al
consumo circadico de 2-DG (Schwartz, 1977, Schwartz y Reppert, 1983; Newman y Hospod, 1986),
En lo que se refiere a los cambios de actividad metabolica s lo largo de las 24 hrs. del transplante de
NSQ, no solo corraboran la viabilidad del transplante, sino también los cambios dia/noche reportados
previamente (Aguilar Roblero y cols, 1992; Serviere y cols., 1994), sugiriendo ademds un ritmo

endogeno det NSQ transplantado.

Los registros de actividad metabolica son mas elevados en ¢l transplante en comparacion con
el NSQ hospedero; esto puede deberse a: 1) que durante el procedimiento quirdrgico se desencadene
una pliosis reactiva provocando fa elevacion de la tasa metabélica del transplante; 2) que la
deaferentacion implicita en el proceso de transplantacion elimina circuitos inhibitorios de regulacion,
elevandose la actividad neural del transplante y por consiguiente la actividad metabolica y 3) que el
tejido fetal todavia estd en proceso de diferenciacion involucrando una actividad celular més elevada, ya
que existen reportes de que la actividad metabolica disminuye con ia edad (Sacher y Dufly, 1978), por

Jo cual no seria sorprendente que dicho proceso se inicie desde la gestacion,

Ya que se ha docunentado que el transplante de NSQ funciona como oscilador (Drucker Colin
y cols., 1984; Sawaki y cals., 1984; Aguilar Roblero y cols., 1986; 1992; Lehman y cols., 1987, Ralph y
cols., 1991), ef enfasamiento observado en la actividad metabolica entre el NSQ hospedero y ¢l NSQ
transplantado entre ¢ grupo de transplantes a tercer ventriculo sugiere que el fendmeno se trata de un

proceso de acoplamiento entre osciladores (Fig. 17-B) similar al propuesta por Pittendrigh (1976),
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Se entiende por acoplamiento a fa capacidad de un sistema oscilatorio con un periodo y una
fase propia de ajustar estas pardmetros a otro sistema oscifatorio con un periodo propio pero simifar al
primero. En un sistema de dos asciladores acoplados la estabilidad de acoplamiento depende: 1) del
periodo caracteristico de cada uno de los osciladores, pudienda éstos ser disectados en ausencia de
acoplamiento v 2) de la fuerza de acoplamiento que existe entre ambas osciladores. Las caracteristicas
del sistema acoplado varian con la refacion de fase inicial entre ambos osciladores, lo cutl determina ef

periodo resultante y el tiempo de actividad del sistema (Pittendrigh, 1976).
| y i 2

En los animales con transplante en el tercer ventriculo encontramos registros conductuales con
uno o dos componentes de actividad. Los registros con un solo componente podrian sugerir un caso de
acoplamiento unilateral, donde la fase que se manifiesta es de uno de fos osciladores. Los registros de
dos componentes de actividad pueden sugerir un caso de acoplamiento bilateral, con estados de
equililrio estables e inestables (Daan y Berde, 1978), manifestandose como ya se menciono en un
fenomeno de coordinacion relativa interna. Es interesante ltacer notar que cuando dos ritmos estan
desacoplados internamente, ¢éstos mantienen cierta interaccion residual; cuando pasan por cierta relacion
de fase, éstos pueden o no acelerarse no siendo un estado Optimo, y se alcanza una relacion de fase
inestable: este fendmeno se repite en el tiempo de forma continua (Moore-Ede y Sulzman, 1984). Esta
interaccion fue identificada por Czeisler en 1978 como “coordinacion relativa intema”, la cual es
andloga a la coordinacion relativa externa observada entre un zeitgeber ambiental y el sistema circadico

cuando la fuerza de la sefal no es suficiente para producir la sincronizacion (Von Holtz, 1939).

Ei desfasamiento observado en la actividad metabélica def NSQ hospedero y del NSQ
transplantado en el grupo de animales con transplantes al ventriculo lateral, sugieren que la sefial
acopladora del hospedero es incapaz de aleanzar al NSQ del transplante (sea sindptica o humoral), o
alternativamente, que fa sefial alcance el transplante pero sea débil para producir acoplamiento, La
ausencia de acoplamiento entre el NSQ hospedero y el NSQ transplantado indica que éste ultimo estd

fuera del control del NSQ hospedero.
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iransplante a tercer ventriculo asi como en e] grupo de animales con transplante a ventricul lateral B) Mecanismos de ‘acoplamiento
entre el NSQ transplantado ¥ ¢l NSQ hospedero, Del lado izquierdo se muestra las posibles formas de interaccitn en el grupo
transplintado a tercer ventriculo. Del Indo dereclio se muestra Jag posibles formas de internccién en el 8rupo transplantado a ventriculo

lateral (ver discusién),



La variacién alta en la tasa de actividad metabdlica en los puntos de los transplantes con
respecto a la hora circidica, sugiere que ¢! NSQ hospedero es poco efectivo para regular la fase del

NSQ transplantado; estos resultados son congruentes con los que reporta Serviere (1994).

También, podemos ver que en este grupo hay un desfasamiento en el miximo de la actividad
metabolica del NSQ hospedero de CT06 a CT09; esto podria sugerir que se estan reflejando influencias

del NSQ transplantado hacia el hospedero.

En otros experimentos donde se lesiona parcialmente ¢l NSQ y se coloca un transplante de
NSQ de una cepa de diferente periodo, los resultados observados en los registros conductuales sugieren
que la interaccion no ¢s a nivel del marcapaso, sino que es a nivel de las vias de salida del del sistema
porque se sugiere que se establecen conexiones entre el transplante y el nicleo paraventricular talimico,
y ¢s a ¢ste nivel donde se observa la manifestacion tanto del NSQ huésped como del NSQ transplantado
(Davis y Menaker, 1980, Menaker y Vogelbaum, 1993). Los registros conductuales de animales con
transplante a ventriculo lateral, pueden estar mostrando un fendmeno similar donde la interaccion a
nivel de los osciladores no se da; pero sin embargo, como se mencion6 anteriormente, a nivel de la
salida del sistema los distintos osciladores pueden estar representados por los diferentes componentes
de actividad observados. Basados en evidencia indirecta de medidas de actividad locomotora, se ha
sugerido que el reloj circAdico se reajusta (reset) inmediatamente después de un cambio de fase
(Pittendrigh y Daan, 1976). A pesar de que la actividad metabélica del NSQ sea un indice més directo
de la actividad del marcapasos que los indices endocrinos o conductuales, no necesariamente refigjan los
mecanismos centrales del marcapaso (Serviere y cols., 1994), ya que se ha visto que el mecanismo de
reloj puede estar relacionado més especificamente con expresion gendmica o sintesis de proteina

(Dunlap, 1993; Hall, 1990, Rensing y Hardeland, 1990).

A pesar de que los ritmos circadicos en sistemas. neurales estdn bien documentados, el
" mecanisino de transmisién de te informacion de la informacion del periodo y la fase han recibido poca
atencion, Se han reportado ritmos circdicos en el rango neural de disparo (Schmith, 1973; Koizumi y

Nishino, 1976), la concentracion de neurotransmisores como la S-hidroxitriptamina (Henry y cols.,



1977), norepinefiina (Manschartd y Wurtman, 1968; Reis y cols., 1968, Bobillier y Mouret, 1971) ¥
dopamina (Bobillier y Mouret, 1971). También se han reportado prominentes ritmos circadicos de una
variedad de hormonas en el plasma que incluyen fa hormona del crecimiento (Weitman, 1976),
prolactina (Saain y cols., 1972), cortisol (Weitman y cols., 1971) y testosterona (Lincoln y cols., 1974)
entre otras. Se sabe ademas que ef NSQ puede producir sefiales difusibles ya que e ha evaluado el
ritmo de VP (Earnest y Sladek, 1987) y de VIP (Shinchara y cals,, 1995) en rebanadas. Asi mismo, hay
evidencias de transmision circadica por vias neurales del hipotilamo a la glandula pineal (Axelrod,
1974), higado- (Black y Reis, 1971) y del hipotdlamo con ciertos niicleos del tallo cerebral (Moore,
1978)

Como los ritmos circadicos normalmente se sincronizan con zeitgebers ambientales y como se
acoplan internamente unos con otros, tiene que haber un mecanismo de comunicacion temporal dentro
del animal, Las vias mds obvias de transmision de la informacion del periodo y la fase deben tener

relacion con la actividad ritmica de sistemas neurales y enddcrinos.

La glandula pincal podria tener una accidn relevante como acoplador interno, ya que se ha
reportado que la pinealectomia induce ef fenomeno de particién en hamsters (Aguilar Roblero y Vega
Gonzilez, 1993) y la disociacion en multiples componentes ultradianos en ratas (Cassone, 1992). El
hecho de que la glandula pineal sea productora y secretora de varias hormonas y neuropéptidos, y gue
algunas de éstas se relacionen con fendmenos de iluminacion nos sugieren que algunas estas sustancias
o bien otras adn no identificadas, podrian estar involucradas en el fendmeno de acoplamiento. Seyviere y
colaboradores (1994) sefialan que "¢l posible papel de alguna sefial secretada por ia glindula pineal, en
éste proceso queda descartada porque en hamsters sin lesion de NSQ y transplantes de NSQ fetal a
tercer ventriculo de animales previamente pinealectomizados, se ve que existe acoplamiento”. Sin
embargo, ¢l autor 1o toma en cuenta que la retina produce melatonina y que 1 produccian de ésta

“incrementa sustancinimente después de Ia pinealectomia (Steinlechner y cols., 1987). Por otro lado, otra
serie de evidencias sugieren cantrol humoral como la recuperacion de actividad Jocomotora en animales
con lesion de NSQ con transplantes de NSQ encapsulados en los cuales se elimina la posibilidad de

comunicacion neural con el hospedero (Lebman y cols,, 1993). También en este sentido Weish y cols,
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(1995), reportan que en cultivos de NSQ, los relojes circadicos operan en ausencia de disparo neural, y
entre los posibles mecanismos no sindpticos una de las posibilidades es que el ritmo circadico de
melatonina producida o por retina o por pineal, normalmente retroalimenten a las células del NSQ y las
acoplen (Mc. Arthur y cols., 1991; Cassone y cols,, 1993; Reppert y cols., 1994).

Se ha reportado que ta administracion farmacologica de melatonina es capaz de sincronizar
ritmos circadicos en oscilacion espontanca en ratas (Cassone y cols., 1986; Redman y cols., 1982), asi
como de hamsters previamente lesionados y posteriormente transplantados con NSQ fetal (Romero y
Silver, 1989). Tambi¢n se han encontrado receptores a melatonina en ¢ NSQ de roedores (Reppert y
cols., 1982, Vanseck y cols., 1987, Weaber v cols. 1989) y que la lesion del NSQ previene el efecto
sincronizador de melatonina exdgena (Cassone y cols, 1986). Se ha indicado que la actividad
metabolica del NSQ en ratas decrece durante la noche subjetiva en presencia de melatonina (Cassane y
cols., 1988) y que provoca cambios de fase en la actividad eléctrica del NSQ in vitro (Mc. Arthur y
cols., 1991). Las observaciones previas apoyan la hipotesis de que Ia melatonina podria funcionar como

acoplador interno.

La lesion del nicleo dorsal del rafe muestra efectos andlogos a la pincalectomia, potenciando
los efectos de la luz continua sobre la ritmicidad circidica (Levine y cols., 1986). A pesar de toda esta
informacion, hace falta realizar estudios que permitan encontrar las vias y las sustancias involucradas en
el acoplamiento entre osciladores en el sistema circadico. A partir del presente estudio pueden
plantearse varios procedimientos experimentales que nos permitan abordar fos mecanismos fisiologicos
del acoplamiento. Por ejemplo, se puede realizar transplantes a ventriculo lateral donde los osciladores
se encuentran desacoplados y soreter al sisterma a pulsos de luz evaluando este fendmeno por medio de
C-fos, esperando que los osciladores se acoplen; otro experimento puede realizarse en animales
pinealectomizados y extirpados de la glandula de Harper, en los cuales se transplante NSQ fetal y se le
den pulsos de melatonina. También en animales (ransplantados, realizar curvas de respuesta de fase
evaluando la actividad metabolica con 2-DG o con C-tos. Por otro lado, también se pueden realizar

transplantes de pineal (como oscilador atenuable) y ver si estos se enfasan con el NSQ.
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CONCLUSIONES
* Se corrobora que los transplantes de NSQ fetal son osciladores circidicos.

* Ya que los transplantes de NSQ fetal colocados en el tercer ventriculo se enfasan metabolicamente
con el hospedero y los transplantes de NSQ fetal colocados en el ventriculo lateral, no se enfasan
metabolicamente con el mismo; se puede sugerir que en los primeros la interaccion predominante
entre los osciladores es de tipo neural, mientras que en los animules con transplante en ventricula
lateral, la interaccion entre osciladores puede darse de forma humoral por el desplazamiento del pico
de actividad metabolica del NSQ hospedero (de CT 06 a CT 09 con respecto al grupo con

transplantes a tercer ventriculo)
¢ El presente modelo experimental se podiia proponer para el estudio del acoplamiento de osciladores

circddicos, ya que permite rastrear los posibles mecanisimos involucrados en éste proceso, ast como

¢l papel que desempeiian otros nicleos involucrados en el sistema circddico.
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