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Resumen

Diversos estudios han demostrado que los ritmos circadicos son generados de
manera endogena por un mecanismo molecular en las neuronas del NSQ. También
se ha estudiado ampliamente la sincronizacion de los ritmos por estimulos
ambientales, principalmente por la luz, pero son pocos los trabajos que se han
llevado a cabo, para determinar los elementos intracelulares que participan en la
salida del oscilador para la expresion del ritmo circadico. Se propone que los
receptores a ryanodina modulando la dindmica del calcio intracelular participan en
la via de salida intracelular para la expresion de los ritmos circadicos.

El objetivo de este trabajo fue analizar los efectos que tiene la manipulacién
farmacologica del canal intracelular de calcio activado por la ryanodina, en las
neuronas del nucleo supraquiasmatico, sobre la expresién del ritmo circadico de la
conducta de ingesta de agua y alimento de la rata.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, mantenidas en oscuridad
constante. Se colocaron individualmente en cajas de registro y se dejaron con libre
acceso al agua y al alimento. Se registr6 la conducta de ingesta de aguay alimento a
través de un sistema de adquisicion de datos automatizado. En el primer
experimento antes de iniciar el registro se les implanté una canula guia, después de
quince dias se les coloco la bomba miniosmotica subcutanea y el inyector que iba
hasta el NSQ. Por medio de éstas se administré de forma cronica las soluciones de
prueba durante 14 dias a una velocidad de 0.5 pl/hr. En el segundo experimento no
se implanté una cénula guia, sélo se coloco el inyector y la bomba minjosmotica
quince dias después de haber iniciado el registro. En ambos experimentos durante y
después de la infusion de las soluciones se registro la conducta de los animales. El
registro tuvo una duracién total de cincuenta a cincuenta y cinco dias. Las
soluciones que se administraron fueron: Liquido cefalorraquideo artificial (LCR),
tetrodotoxina (TTX) 1 uM, alto potasio 20 mM, ryanodina a 0.1, 10 y 100 uM.

Los resultados obtenidos en este trabajo fueron los siguientes:

1. En el experitento uno, que se implant6 primero la canula guia y quince dias
después el inyector y la bomba miniosmética, se observaron cambios de fase en
todos los grupos después de la introduccion del inyector al NSQ. Esto
posiblemente se debid a que la implantacién del inyector ejercio una estimulacion
mecanica en el NSQ. Entonces se decidié cambiar de protocolo.

2. En el experimento dos, con el grupo de LCR se comprobo que la implantacion del
inyector y la bomba miniosmdtica no afectan el periodo y la fase del reloj
circadico.

3. Durante el tratamiento con TTX, los animales mostraron conducta arritmica.
Antes y después del tratamiento el periodo no cambié6 (24.11 + 0.07 y 23.86 t
0.06 respectivamente), y no se observaron cambios de fase significativos antes y
después del tratamiento.
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4. La administraciéon de alto potasio (20 mM) modificé el tiempo de actividad en la
conducta de los animales e indujo un acortamiento del periodo durante el

tratamiento.

5. Con el tratamiento de ryanodina a 0.1 uM se observo un efecto parecido al del
alto potasio, un acortamiento del periodo y una reduccién en el tiempo de la
actividad durante y después del tratamiento.

6. La ryanodina a 10 uM induce una salida continua del calcio hacia el citosol, esto
no afecté el periodo y fase del ritmo durante su administracion, pero si provoco
que la actividad se fraccionara en tres partes. Algunos dias antes de finalizar el
registro la actividad se volvié a conglomerar.

7. El bloqueo de los canales intracelulares de calcio con la ryanodina a una
concentracion de 100 uM provocéd la desorganizacién del ritmo circadico, efecto
que también se observé con la administracion de TTX. Al finalizar el tratamiento
hubo un avance de fase y se restablecio6 la actividad.

Con estos resultados se propone un modelo en donde los receptores a
ryanodina modulando la dindmica del calcio intracelular, influyen en la actividad
cléctrica de las neuronas del niicleo supraquiasmatico y la actividad eléctrica influye
en la expresién de los ritmos circadicos. Entonces, se deduce que los genes reloj (es
decir, el oscilador] modularian de alguna manera la expresion de los receptores a
rvanodina que marcan el ritmo circadico de la concentracién intracelular de calcio.
El calcio influye en diversas funciones celulares, entre ellas la excitabilidad
membranal, por lo tanto, el ritmo circadico en la concentracién intracelular de calcio
induciria cambios circadicos en la excitabilidad membranal, por lo que provocaria
cambios en la actividad eléctrica neuronal, y como lo demostraron Schwartz y
colaboradores (1987), la actividad eléctrica neuronal modula de alguna manera la
expresion del ritmo circadice de la conducta de ingesta de agua. Asi, estos elementos
constituirian una parte del mecanismo de saiida intracelular del ritmo circadico.



Abstract

The ryanodine receptor (RYR) is an intracellular channel for caicium ions,
which has been involved in regulating the neuronal activity in the SCN and in the
signaling pathway of light entrainment during the early subjective night. The RYR
type 2 (RYR2) has a circadian rhythm in the SCN, that peak at CT7. Ryanodine and
Caffeine applied around CT7 -9 advanced the clock phase in SCN electrical activity
in a hamster brain slice preparation. It is possible that RYR regulation of
cytoplasmic Ca++ may regulate neuronal excitability as an early step in the output
pathway of the clock genes in SCN neurons. As an initial approach to test this
hypothesis we studied the effect of altering SCN excitability on the expression of
behavioral circadian rhythmicity, we used terodotoxin (TTX) and high potassium
CSF in arder to respectively decrease or increase neuronal excitability by altering the
neuronal firing fateo We then studied the effect of pharmacological manipulations of

ryanodine receptor in the SCN on the expression of behavioral circadian rhythms.

Male Wistar rats were -placed individually in recording cages in constant dim
red light with food and water ad libitum, the recording room was maintained at 21 :t
2°C. The locomotion and drinking activity were continuously recorded at 5 m bins
for fifteen days (basal), then a cannula was implanted on SCN and was connected to
mini-osmotic pump filled with either: TTX (1~M), CSF -high potassium (20 mM),
ryanodine (1 O ~M or 1 00 ~M) or artificial CSF. The infusion was chronic {200 ~I at
0.5 ~1/h) The recording of activity continued during the infusion and for 20
additional days after the pumps were exhausted.

Animals treatment with TTX showed arrhythmicity in the drinking activity
during infusion and return of the rhythm after pump exhaustion, with period and
phase similar to the basal recording. High potassium administration provoked
shortening of the endogenous period of rhythmicity (,) which lasted several days
after pump exhaustion and eventually return to basal values. Infusion of 1 O ~M

ryanodine resulted a shorten of , which return to basal values after pump



exhaustion, while with 100 ~M ryanodine, there were also a phase advance of the

rhythm and a shortening of the activity interval (a).

The results found during TTX and high potassium infusion suggest that the
period of the behavioral (overt) circadian rhythm may be function of SCN excitability
(neurconal firing rate). The return to basal values after the infusion indicates that
SCN excitability does not affect the clock mechanism itself. Result induced during
RYR infusion suggest that the decrease in intracellular Ca++ conductivity (RYR 10
~M) caused a faster circadian overt rhythmicity (resembling that induced by high
potassium), but when the ryanodine receptor was closed (RYR 100 ~Mj the circadian

clock is also affected since phase shifts and a shortening were found after the

infusion was ended.
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1. INTRODUCCION

1. RITMOS CIRCADIANOS

Los ritmos biolégices son una caracteristica fundamental de los organismos
vivos, desde los méas simples como las bacterias, hasta los mas complejos como el
hombre. Se denomina ritmo biologico a las oscilaciones periédicas en sistemas vivos,
que ocurren en intervalos regulares. Hay una amplia gama de frecuencias en
unidades de tiempo que cubren los ritmos biologicos: hay ritmos que oscilan una vez
por fraccién de segundo (ejemplo, los ritmos en la actividad eléctrica neuronal), hasta
ritmos que oscilan una vez cada afo (ejemplo, la hibernacion). Los ritmos que se
aproximan a un ciclo ambiental se les asigna el prefijo latino circa (alrededor de,
préximo a), por ejemplo, los ritmos cercanos al ciclo anual son circanuales; los
ritmos proximos al cicle de la marea son circamareales; los ritmos que se acercan al
ciclo lunar son circalunares; los ritmos que se repiten con una frecuencia cercana a
la del dia son circddicos o circadianos (Aschoff, 1981a). Los ritmos biologicos mas
estudiados son los circadianos, Franz Halberg en 1959, acufié €l término circadiano
o circadico para referirse a los ritmos con un periodo cercano a las veinticuatro

horas y que son generados de manera endégena por el organismo {Aschofl, 1981a).

Hay diversos parametros que se deben tomar en cuenta para el analisis de los
ritmos. Una oscilacién es un cambio ciclico medible que exhibe una forma de onda
y periodo relativamente constante. La forma de la oscilacién, que es la desviacion

de la forma respecto a una onda sinusoidal pura. El periodo es la duracion de un
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ciclo completo, es decir, el intervalo entre dos puntos de referencia idénticos,
expresado en unidades de tiempo. La fase es el tiempo estimade de la ocurrencia
para un punto o evento dado. La amplitud es la distancia entre el punto maximo y
el punto minimo de un evento periddico. El dangulo de fase es la relacion constante
entre la fase del ritmo endégeno vy la fase del ritmo ambiental (Pittendrigh, 1981;

Aguilar-Roblerc, 1993; Granados et al, 1995).

a. Aspectos histéricos

Jean Jagues De Mairan en 1729 se pregunté si los ritmos observados en los
organismos vivos eran solo la influencia del medio ambiente sobre éstos o si el
organisme era capaz de generar el ritmo adn sin la influencia del ciclo luz-
oscuridad. De Mairan observo la ciclicidad en los movimientos del follaje de una
planta sensitiva y demostré que la ritmicidad persistia ain cuando la planta la
colocara en donde la luz del sol no podia alcanzarla, lo que sugeria que el
movimiento de la planta no dependia del ciclo luz-oscuridad. Treinta afios mas
tarde, Duhamel Du Monceau demostré que el fenémeno observado por De Mairan
no dependia de la variacién en la temperatura. No fue sino hasta 1930 gue Erwin
Binning planteé la dependencia genética del periodo de los ritmos en oscilacién

espontanea (Bilnning, 1960; Reinberg y Slomensky, 1993).

A principios del siglo pasado, Augusto Forel sugirié que los organismos poseian
una memoria temporal o Zeitgedichtnis. Con ese término, Beling y sus discipulos

se referian a la naturaleza endogena de los fenomenos de ritmicidad biologica

{Aguilar-Roblero, 1993).
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Colin Pitteﬁdrigh planteé el problema de la naturaleza exogena vs endogena de
la ritmicidad biolégica desde la perspectiva de la evolucién, sefalando la diferencia
entre el orden vs la organizacion temporal. Donde el orden se refiere a la ausencia
del azar, mientras que la organizacién se refiere a fenémenos dependientes del
manejo de informacion por el organismo. También postuld que los organismos en
sus origenes se sometieron al orden temporal impuesto por el ambiente y conforme
éstos evolucionaron dicho orden fue codificado en la informacion genética, dando
origen a su propia organizacion temporal. Asi, las semejanzas entre los ciclos
ambientales y los biologicos se explicarian porque inicialmente los ultimos
dependian de los primeros, mientras que sus diferencias se deberian a las
caracteristicas particulares de los organismos para adaptarse a su ambiente

(Pittendrigh, 1981).

Aschoff, Biinning, Halberg y Pittendrigh demostraron la capacidad de los
organismos para medir el- tiempo. Con estos descubrimientos, el término
Zeitgedichtnis fue reemplazado por el concepto de reloj biolégico (Moore-Ede,
1982). El concepto de reloj biolégico abarca los siguientes puntos (Pittendrigh,
1981); 1)Es un sistema orgéanico capaz de oscilar con un periodo regular; 2)Puede
usar dichas oscilaciones como una referencia temporal interna en las actividades del

organismo; 3)El sistema es sicronizable por agentes ambientales.

Este sistema permite la adecuada interaccién del dominio temporal entre el
organismo y su ambiente, ademas no interviene algin proceso de aprendizaje en la

generacion de los ritmos biolégicos (Pittendrigh, 1981; Reinberg y Smolensky, 1993).

13



Algunos aﬁtores como Pittendrigh o Aschoff, manejan el concepto de reloj
biologico como estructuras organicas que funcionan como marcapasos u osciladores
capaces de imponer perioddy fase a los procesos organicos, mientras que otros
como Halberg o Reinberg, dicen que las propiedades que definen al reloj biolégico
son el resultado de la interaccion de multiples procesos fisiologicos oscilatorios,
donde la participacién de estructuras especificas se limita al ajuste de fase entre los

diversos procesos (Aguilar-Roblero, 1993).

b. Conceptos Bisicos

Los ritmos circddicos son oscilaciones periédicas, que ocurren alrededor de las
veinticuatro horas y que pueden observarse en diversos procesos fisiologicos y
conductuales de los organismos, por ejemplo, el ciclo suefio-vigilia, los niveles de
cortisol en el plasma, la ingesta de agua y alimento (Inouye y Kawamura, 1982; van
Esseveldt et al, 2000). Estos ritmos son generados de manera endogena por el
organismo, porque cuando se estudian en condiciones experimentales constantes,
aislados de senales de tiempo, persisten y presentan una frecuencia cercana a las
veinticuatro horas, entonces se dice que estdn en libre curso u oscilacion
espontanea (Pittendrigh, 1981; Moore-Ede, 1982). Cuando los ritmos se estudian
bajo condiciones ambientaleé variables, se hace referencia a la sincronizacién. El
ciclo externo que sincroniza al ritmo es llamado zeitgeber o agente sincronizador
(Aschoff, 1981b). Al tiempo del organismo determinado en la condicién ambiental
constante se le denomina CT (circadian time, por sus siglas en inglés), y al tiempo
determinado en sincronizacién se le denomina ZT (zeitgeber time, por sus siglas en

inglés).

14



El proceso de sincronizacion ha sido estudiado ampliamente a través de la
curva de respuesta de fase (CRF), ¢l cual es un método donde se le aplica un pulso
breve de estimulo al organiémo (va sea luz, un quimico o un pulso eléctrico) a
diferentes horas_de su ciclo circadico, y se mide el cambio de fase en su ritmo (figura
1). La forma en que se cuantifica este parametro es midiendo la extensién de la

diferencia de fase en el estado estable final (Enright, 1981).

La curva se divide en tres segmentos: A)La zona muerta, se aplica un pulso del
estimulo y no produce respuesta, B)La zona de retrasos, el estimulo retrasa al reloj
{cambio de fase negativa), y C}lLa zona de avances, el estimulo avanza al reloj
(cambio de fase positivo) [Aguilar—Roblero et al, 2004) (figura 1). Las horas ¢

intensidad con que ocurren estos tres cambios, depende de la especie estudiada.

retrasos, C zona dc¢ avances. El
esquema de arriba representa la
actividad del organismo observada
antes y después del estimulo
(Modificada de Moore-Edge, 1982).

a

k] C

5 s { Figura 1. Curva de respuesta de
3 3

E

M

()

-
A 5 l fases. A zona muerta, B zona de

Hara circadica
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2. SISTEMA CIRCADICO

Los ritmos circadicos soii generados en el organismo de manera endégena por
un sistema denominado “sistema circadico”, el cual estd constituido por tres
componentes: 1jEl sistema cronomeétrico, que estad formado por un marcapasos u
oscilador, opera en ausencia de sefiales medio ambientales, 2)Una via de entrada o
de sincronizacién, que transmite las sefiales del medio ambiente (principalmente la
luz) al sistema cronométrico, y 3)Una via de salida, que transmite la sefial generada

por el sistema cronomeétrico.

a. Sistema cronométrico

Actualmente se han identificado en diversos organismos estructuras que
funcionan como marcapasos u osciladores. En el molusco, las neuronas basales de
la retina (Block y McMahon, 1984); en la polilla, el ganglio cerebral (Aronson, 1993);
en las aves y reptiles, la glén‘dula pineal (Takahashi et al, 1980; Menaker y Wisner,
1983); en mamiferos, al nucleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo (Moare Y

Eichler, 1972; Raciman y Brown-Grant, 1977; Stephan y Zucker, 1972).

Nacleo supragquiasmaético: El niicleo supraquiasmatico es una estructura bilateral,

en ratas adultas tiene un volumen de 0.136 mm3, estad compuesto de
aproximadamente 16,000 neuronas, de tamaino pequefio entre 8 y 12 um de
diametro, empaguetadas en forma muy compacta. Se encuentra en la parte anterior
ventral del hipotalamo, dorsal al quiasma optico. En el polo rostral se encuentra
dorsal a la comisura supradptica y en el polo caudal esta ventrolateral al receso

optico del tercer ventriculo (Van Den Pol, 1980).
16



Con base en diferencias morfologicas, el NSQ se puede dividir en una pequena
area rostral y un area larga caudal con una parte dorsomedial y otra ventrolateral
(Van Den Pol, 1980). A la parte dorsomedial se le conoce como “concha” (shell), la
cual contiene pequefnas neuronas alargadas con nucleos largos, pocos organelos
celulares y fuertemente empaquctadas. La parte ventrolateral del NSQ o “centro”
lcore) se caracteriza por contener una densidad baja de neuronas esféricas, que
tienen un citoplasma con abundantes organelos (Leak et al, 1999; Leak y Moore,
2001). Los somas neuronales estan separados por células gliales, las cuales
encierran complétamente las uniones sinapticas dentro de la parte ventrolateral. La
comunicacién celular es por medio de interaccion efaptica, uniones comunicantes,
transmision sinaptica o sefiales neurohumorales (van Den Pol, 1980; van Den Pol ¥

Dudek, 1993).

Las diferencias morfologicas y de organizacion entre las neuronas del NSQ en
las partes dorsomedial y ventrolateral, sugierenr que las partes tienen diferentes
funciones en la generacién y regulaciéon del ritmo circadico. Se ha detectado
diferencias en el contenido neuropeptidico en las regiones del NSQ (Van Esseveldt et
al, 2000). Las neuronas de la region dorsomedial sintetizan vasopresina {(VP) y las
neuronas de la regiéon ventrolateral sintetizan el polipéptido intestinal vasoactivo
(VIP) (Vandesande et al, 1975; van Den Pol, 1985}, el péptido isoleucina histidina
(PHI) v ¢l péptido liberador de la gastrina (GRP) (Sims et al, 1980; Card et al, 1981 ¥
1988). Se han reportadc otras sustancias en pequefias proporciones en ambas
regiones: somatostatina, sustancia P, angiotensina II, factor liberador de la
corticotropina, encefalina, galanina, factor liberador de la tirotropina. La mayoria de

las neurocnas, si no es que todas, sintetizan GABA {Acido y-amino butirico) ¥
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colocaliza con algunos de los neuropéptidos mencionados anteriormente (Moore y

Speh, 1993).

En mamiferos, el NSQ funciona como un marcapasos al cual se le ha
denominado reloj circadico, sus oscilaciones son endoégenas y cercanas a las
veinticuatro horas (Leak y Moore, 2001). Las evidencias experimentales que

demuestran al NSQ como un reloj circadico son las siguientes:

¢ En diversas especies estudiadas la lesion bilateral del NSQ suprime el ritmo
circadico de diversos procesos conductuales y fisiologicos. Por ejemplo en la rata,
la lesion bilateral del NSQ elimina la expresion del ritmo circadico de diversos
patrones conductuales y fisiologicos como som: la conducta de ingesta de agua
(Stephan y Zucker, 1972), ingesta de alimento (Nagai et al, 1978), sueno (Ibuka y
Kawamura, 1975), secrecion de corticosteroides (Moore y Eichler, 1972),

secrecion de la N-acetiltransferasa de la glandula pineal {Klein y Moore, 1979).

¢ La estimulacion eléctrica o quimica de estos nlicleos induce cambios de fase en el
ritmo circadico de la conducta, similar a los provocados por la exposicion a la luz

(Rusak y Groos, 1982).
¢ En registros electrofisiolégicos de actividad multiunitaria, persiste el ritmo

circadico de la actividad elécirica en el NSQ aislado (Inouye y Kawamura, 1979;

Shibata et al, 1982).
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¢ El NSQ exhibe ritmicidad circadica en su actividad metabolica. Schwartz y colab.
(1977 y 1980) reportaron que la utilizacién de la 2-Deoxiglucosa por las neuronas

del NSQ incrementa durante el dia y decae por la noche.

¢+ La evidencia mas relevante que demuestra al NSQ como un reloj circadico es el
transplante del NSQ fetal en los animales lesionades. Con el transplante los
animales lesionados recobran el ritmo circadico de la conducta, ademas el tejido
donador impone su periodo y fase al tejido receptor (Druker-Colin et al, 1984;

Aguilar-Roblero et al, 1992).

b. Via de entrada o de sincronizacién

La regién ventrolateral del NSQ recibe la mayoria de las vias aferentes (van den
Pol, 1991): 1)El tracto retino-hipotalamico proveniente de la retina, cuyos
principales neurotransmisores son glutamato y PACAP (Castel et al, 1993; Reppert y
Weaver, 2002); 2)La via geniculo-hipotalamica proveniente de la hojuela
intergeniculada '(HIG), que secreta Neuropéptido Y {Albers y Ferris, 1984); 3)La via
que proviene de los nucleos dorsal vy medial del nucleo del rafe mesencefalico, que

secreta serotonina (Cagampang e Inouye, 1994).

Las neuronas de la parte dorsomedial del NSQ, reciben las siguientes fibras:
1)El tracto corticohipotalamico proviene del sistema limbico, nucleo septal medial,
nucleo subiculo anteroventral y areas hipotalamicas adyacentes (area preodptica,

nucleo ventromedial, nicleo arcuato, area tuberal) (Moga y Moore, 1997).
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La via de entrada que se ha descrito mas ampliamente, es la que sincroniza al
NSQ por la luz, llevada a cabo por el tracto retino-hipotalamico. La cantidad de luz
ambiental es detectada por fotorreceptores de la retina (figura 2). Se ha demostrado
que los clasicos fotorreceptores de la retina, conos y bastones, no son estrictamente
necesarios para la sincronizacién a la luz, ya que los animales ciegos por
degeneracion congénita de los conos y los bastones, aun son capaces de
sincronizarse a la luz (Freedman et al, 1999). Trabajos recientes han demostrado
que un tipo de células ganglionares de la retina (CGR), proyectan directamente al
NSQ y a la hojuela intergeniculada, estas neuronas ganglionares contienen un
fotorreceptor llamado Melanopsina, el cual es necesario para la adecuada
sincronizacién de los ritmos a la luz, y se ha sugerido que es un fotorreceptor

circadico (Reppert y Weaver, 2002).

neuronz et NSQ
_‘__”mﬂ_p Activaciin 50 KNasas
au Fosfortaciba de CFER
< PACAP +
Exprosida do rebert

Figura 2. Sincronizacion fotica
del reloj circadico. C, conos; R,
bastones; A y B, células
amacrinas y bipolares; G, cé¢lulas
ganglionales algunas contienen
criptocromos  (azul) y  otras
melanopsina (rojo) (Modificado de
Reppert y Weaver, 2002).
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Algunos axones de las CGR forman el tracto retino-hipotalamico que llega a la
regién ventral del NSQ. Con un estimulo de luz, se cree que los axones liberan
glutamato y el péptido hipofisiario activador de la adenilato ciclasa {PACAP) los
cuales, inducen la expresién de genes reloj (Reppert y Weaver, 2002) (figura 2). La
respuesta en la via de sefializacion intracelular en las neuronas del NSQ, depende
del momento del ciclo en que se presenta el estinulo de la luz (Meijer y Schwartz,
2003), el sistema especifico de segundos mensajeros que es activado determina la
direccion en que el reloj cambiara su fase, estos mecanismos seran explicados en el

capitulo de Vias de serializacion intracelulares en el oscilador.

c. Via de salida

Muchos trabajos han reportado que la informacién temporal generada por el
NSQ se transmite al organismo para regular los diversos procesos fisiologicos y
conductuales ritmicos como la temperatura del cuerpeo, locomocion, ingesta de
alimento y agua, suerio, sec;ecién hormonal, utilizacién de oxigeno, produccién de
corticosterona, etc. Generalmente se considera que la parte ventro-lateral del NSQ,
recibe las vias de sincronizacién, mientras que la dorso-medial contiene la salida de
la transmisién del tiempo. Varias neuronas del NSQ proyectan principalmente a
diferentes estructuras hipotalamicas para transmitir la informacién temporal a
diferentes e¢jes funcionales, especialmente el eje hipotédlamo-hipofisis, para la

secrecidn ritmica de hermonas (van Den Pol, 1980, 1991; Watts, 1991).

Las principales eferencias (figura 3) que se han descrito del NSQ son las
siguientes: 1)Fibras que van hacia nucleos hipotalamicos (zona subparaventricular,

paraventricular,” area preoptica, area retroguiasmatica, region tuberal lateral,
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ventromedial, dorsomedial, periventricular, gris periacueductual, premamilar);
2)Proyecciones hacia el sistema limbico (nucleo medial, nucleo septal lateral, niclea
de la cama de la estria terminalis, érgano vasculoso de la lamina terminalis); 3}Vias
que van hacia el diencéfalo (nucleo paraventricular del talamo, nucleo dorsal del
tdlamo, habénula lateral); 4)El tracto  geniculo-hipotalamico  (hojuela
intergeniculada); S)Proyecciones que van al nidcleo del rafe {(nucleo paratanial, gris

periacueductual) (van Den Pol, 1980, 1991}.

Recientemente se ha propuesto que la union entre la salida del NSQ y el ritmo
circadico en la actividad locomotora es el factor de crecimiento o que actda como
transmisor en la zona subparaventricular hipotalamica (Kramer et al, 2001I).
También el NSQ puede regular los 6rganos enddcrinos periféricos a través del
sistema nervioso auténomo (Simonneaux y Ribelayga, 2003). Actualmente el uso de
la técnica de microarreglos del ADNc ayuda a identificar los nuevos genes

controlados por el reloj en diversos tejidos (Akhtar et al, 2002; Duffield et al, 2002}.

En la rata, los neurotransmisores del NSQ involucrados en la salida del reloj
son esencialmente la vasopresina {VP) y el acido y-amino butirico (GABA} (Maore ¥
Speh, 1993; Kalsbeek et al, 1995). La VP parece ser un transmisor controlado por
los genes reloj porque: 1)Expresa un ritmo circadico en su sintesis y liberacion
(Reppert, 1985; Murakami et al, 1991; Watanabe et al, 2000); 2)Su gen promotor
contiene un “E-box” bajo el control directo de los genes reloj (Jin et al, 1999); y
3)Actiia en el hipotalamo dorsomedial para controlar el ritmo circadico de la sintesis

y liberacién de la corticosterona (Kalsbeek et al, 1995).
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SAGITTAL

Ela =izl

Extra-hipotaldmicos Hipotalamicos |

Figura 3. Eferencias del NSQ. BST, nucleo de la cama de la estria
terminalis; LS, nucleo septal lateral; PVT/PT niicleo paraventricular
del talamo, nucleo paratanial; IGL, hojuela intergeniculada; sPVHz,
zona subparaventriculad del hipotalamo; SCh, nucleo
supraquiasmaético; PVH, nucleo paraventricular del hipotalamo; POA,
nucleo del area predptica; RCh, area retroquiasmatica; VMH, nucleo
ventromedial del Thipotadlameo; DMH, nucleo dorsomedial del
hipotalamo; PHA, 4&rea hipotalamica posterior; PAG, gris
periacueductual (Tomada de Watts, 1991)
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El GABA es un neurotransmisor comunmente inhibitorio en el Sistema Nervioso
Central, esta densamente distribuido en el NSQ, localizado mayormente en los
somas neuronales (Moore y Speh, 1993) ¥ terminales sinapticos (Castel et al, 1993;
Decavel y van den Pol, 1990}. La concentracion y la actividad de GABA, la actividad
de la enzima que convierte el glutamato en GABA, GAD (acido giutamico
descarboxilasa) y los niveles de ARNm de GABA muestran un ritmo circadico en el
NSQ, tanto en condiciones de luz y oscuridad, como en una condiciéon constante de
oscuridad (Aguilar-Roblero et al, 1993; Huhman et al, 1996). La participacién como
modulador de este meurotransmisor es controversial, si se administra GABA a
rebanadas que contengan al NSQ durante la noche, tiene un efecto inhibitorio
disminuyendo la frecuencia de disparo, pero si se administra durante el dia actua
como un neurotransmisor excitatorio, incrementando la frecuencia de disparo
(Wagner et al, 1997). Los autores atribuyen este efecto dual a la oscilacion

intracelular en la concentracion de cloro.

El GABA parece estar involucrado en transmitir la senal del NSQ al PVN, la
infusién de un antagonista de GABA durante el dia subjetivo en el PVN, estimula la
sintesis de melatonina, mientras que si la infusion se realiza en la noche subjetiva
inhibe la secrecion de melatonina (Kalsbeek et al, 2000). Lesiones en el PVN abolen
el ritmo de la sintesis de melatonina en la glandula pineal (Klein et al, 1983}, y las
neuronas del PVN responden a la estimulacion eléctrica de las células del NSQ
(Hermes et al, 1997). Al parecer el NSQ es un mediador de la sintesis de melatonina,

a través del PVN (via GABA) (Kalsbeek et al, 2000).
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d. Vias de sefializaci6n intracelular en el oscilador

Estudios funcionales han demostrado que cada neurona del NSQ puede
funcionar como un oscilader circadico. Cuando se extrae al NSQ y se aislan las
neuronas, éstas pueden generar ritmos circadicos endogenos en su actividad, por
ejemplo en su frecuencia de disparo neuronal (Inouye y Kawamura, 1979; Green y
Gillette, 1982; Gross y Hendriks, 1982; Walsh et al, 1995; Ikeda et al, 2003}, en el
metabolismo de la glucosa (Schwartz y Gainer, 1977: Schwartz et al, 1980); en la
secrecién de neurotransmisores (Earnest y Sladek, 1986 y 1987), en la expresion de
los ARN Bmal, Per (1,2,3) y Cry (1,2) (Honma et al, 1998; Shearman et al, 2000;

Reppert y Weaver, 2001; Reppert y Weaver, 2002).

Los mecanismos intracelulares por los cuales funciona cada neurcna del NSQ
como oscilador, constan de tres componentes: l)via de entrada de sincronizacion;
2)maquinaria del reloj, por la cual se generan los ritmos circadicos; y 3)sefal de

salida para la expresion del ritmo circadico.

Diversos trabajos han determinado algunos elementos de estos tres
componentes. Sthwartz y colaboradores (1987) encontraron que los potenciales de
accién determinan la via de entrada (sincronizacién) y salida de las neuronas del
NSQ. En su trabajo aplicaron tetrodotoxina (TTX, que es un bloqueador de los
canales de Na+), a las neuronas del NSQ in vivo. Los animales cegados que
recibieron infusion de TTX presentaron conducta arritmica durante la infusion,
regresando a su periodo y fase inicial al terminar el tratamiento. Los animales
expuestos a un ciclo de luz - oscuridad, durante la infusion de TTX no se

sincronizaron con la luz. Con estos experimentos se comprobd que los potenciales
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de accion dependientes de Na+, son importantes para la sincronizacién y expresion

del ritmo circadico en la conducta de ingesta de agua de la rata.

Como se mencioné anteriormente las terminales del tracto retino-hipotalamico
que forman los axones de lasl CGR, al parecer liberan glutamato y PACAP. Su unién
con el receptor ﬁpo NMDA en las neuronas del NSQ, produce la entrada de calcio
(Ca++). El aumento de calcio intracelular en las neuronas del NSQ, induce a la
fosforilacién de la proteina de union al elemento de respuesta Ca*™ /AMPc (CREB >
pCREB). Al parecer la interaccion de pCREB sobre el elemento de respuesta al AMPc
(CRE) localizado en la region promotora de diversos genes blanco, modificaria su
expresion para adelantar o retrasar la magquinaria molecular del reloj circadico

(Cermakian y Sassone-Corsi, 2002; Golombek et al, 2003).

Diversos trabajos han propuesto las vias intraceiulares que se activan por la
estimulacion de luz para generar los cambios de fase en el reloj circadico
(Cermakian y Sassone-Corsi, 2002; Golombek et al, 2003. Como se menciono
anteriormente: el calcio entra a las células del NSQ por la estimulacion del receptor
del tipo NMDA, este calcio podria unirse a la calmodulina (CaM), el complejo
Ca++/CaM funcionaria como una guinasa (CaMK-1I) que fosforila la proteina de
union al CREB; Otra ruta que podria tomar el calcio es a través de la via de las
quinasas de proteinas activadas por mitogenos (MAPK), también llamadas quinasas
reguladas por senales extracetulares (ERK). Se ha reportado que la activacién de la
via MAPK/ERK también participa en la fosforilacion de CREB; 3)Por iltimo, se ha
propuesto que la neurona responde dependiendo de la hora en que se aplique el

estimulo luminoso. Si los pulsos de luz se aplican durante la primera mitad de la
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noche subjetiva, el calcio que ingresa a la neurona activa directamente los canales
de calcio sensibles a la ryanodina (RYR) e induce la liberaciéon de calcio de los
depésitos intracelulares, esta liberacion de calcio intracelular provocaria la
fosforilacion de CREB v al parecer incitaria la expresion del gen Perl para provocar
un retraso de fase. Por otré lado, si el estimulo luminoso se aplica durante la
segunda mitad de la noche, la entrada de calcio extracelular induce la sintesis de
oxido nitrico, que estimula a la formacion de GMP ciclico, el cual activa a la proteina
Kinasa G (PKG), que fosforila a la CREB y ésta actia posiblemente sobre el gene
Per2 para dar como resultado un avance de fase (Meijer y Schwartz, 2003; Ding et

al, 1997; Aguilar-Roblero et al, 2004) (figura 4).

Figura 4. Elementos

intracelulares que
participan en la
sincronizacién del

reloj circadico a la luz
(Tomado de Aguilar-
Roblero et al. 2004).
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En los mecanismos intracelulares del reloj, participa la interaccién de asas de
retroalimentacién transcripcional positivos y negativos, que regulan los ritmos en
sus niveles de RNAs y proteinas que participan como la maquinaria del reloj que
generan los ritmos circadicos. Los heterodimeros CLOCK-BMAL1l uniéndose al
elemento E-box CACGTG activan la transcripcién ritmica de dos familias de genes:

PER (mPerl, mPer2, mPer3) y de cryptocromo (mCry1, mCry2). Las proteinas de mPer

y mCry forman un dimerc PER-CRY, son fosforiladas por las caseinas kinasas € en

el citosol y regresan al nucleo para actiuar como reguladores negativos inhibiendo
directamente su propia transcripcion, desplazando al dimero CLOCK y BMALL1 de su

sitio de union E-box (revisién de Reppert y Weaver, 2002) (figura 5).

Aungue el asa de retroalimentacién negativa anteriormente mencionada es
suficiente para oscilar por si misma, a ésta se le sobrepone otra asa de
protoalimentacié;n, lo que le permite mayor estabilidad y precisiéon a la oscilacion.
Como se indica en la figura 5, el dimero CLOCK-BMAL al unirse al promotor E-box
induce la transcripciéon del gene rev-erba, la proteina de este gene (REV-ERBa)
permite la tran_scripcién de los genes Bmall y Clock. Por lo tanto, cuando los
complejos PER-CRY desplazan a CLOCK-BMAL1 de su promotor E-box, la
disminucion en la transcripcion de rev-erba permite la transcripcién de Bmall y
Clock, restableciendo los niveles de las proteinas BMAL1 y CLOCK y asi se repite €l

ciclo (Aguilar-Roblero et al, 2004).
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Figura 5. Mecanismo
molecular, por el cual
se generan los ritmos
circadicos. C circulo,
clock; B, Bmall; C
rombo, cry; P, per;
&/8, fosforilada;
CKle/d, caseina

kinasa € que fosforila.
El gen Rev-Erbo,
inhibe la
transcripcion de
Bmall (Modificado de
Reppert y Weaver,
2002).

Los procesos celulares y moleculares que median los genes reloj sobre las
propiedades electrofisiologicas y ritmicidad intrinseca de las neuronas del NSQ, para
la expresion del ritmo, han sido poco estudiados. Shibata y Moore (1998)
propusieron que el calcio intracelular libre en las neuronas del NSQ participa de
manera importante en el ritmo circadico, como por ejemplo, el indice de disparo
unitario y la oscilacién de la recaptura de la 2-deoxiglucosa, por lo que este ion,
podria ser un candidato como mensajero intracelular en el sistema circadico. Se han
detectado cambios ritmicos en la concentracion de calcio intracelular libre en las
plantas del tabgco vy Arahidopsis (Johnson et al, 1995; Wood et al, 2001}, pero se

conoce muy poco sobre la dinamica del calcio intracelular en las neuronas del NSQ.
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La dinamica del calcio intracelular, depende del calcio extracelular y de los
reservorios intracelulares de calcio (principalmente el reticulo endoplasmatico y la
mitocondria). La ATPasa-Ca?*, incorpora el calcio a los reservorios, mientras que los
receptores a inositol trifosfato (IPsR) y a ryanodina, se encargan de liberar el calcio
de los reservorios al citosol (Berridge et al, 2003). Diaz-Mufoz y colaboradores
(1999), demostraron que ¢l receptor a ryanodina tipo 2 (RYR-2), se expresaba con un
ritmo circadico en las neuronas del NSQ, tanto en la condicion de luz y oscuridad
como en luz roja continua, mientras que el IPaR no presentaba variacién temperal
en su expresion. Estos mismos autores también reportaron que la ryanodina en una
concentracién de 10 uM, administrada en rebanadas que contenian al NSQ, inducia
un avance de fase en el pico de la frecuencia de disparo de las neuronas del NSQ.
Este resultado no es muy claro, ya que la frecuencia de disparo neuronal en la
rebanada, sélo se registro durante ocho horas, al dia siguiente de la administracién
del farmaco. Usando el método de analisis de imagen con fura-2AM, Colwell (2000Q)
reportd que el calcio intracelular libre de las células del NSQ exhibia un ritmo
circadico, presentando la mayor concentracion en el dia. Este ritmo se observo
tanto en la condicion de luz y obscuridad, como en oscuridad continua. La
aplicacién de TTX (1 pM) abolié el ritmo de la concentracién de calcio, por lo que
Colwell sugirié que el ritmo observado en la concentracion de calcio intracelular era
manejado por el ritmo de la actividad eléctrica en las células del NSQ. Ikeda y
colaboradores (2003) cuantificaron la concentracién de calcio intracelular y
simultaneamente registraron la actividad multiunitarda en neuronas del NSQ,
usando una proteina fluorescente {cameleon) y un arreglo multiple de eléctrodos

respectivamente, en rebanadas de raton que contenian al NSQ. Con estas técnicas
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se demostré que el pico de mayor concentracion del calcio citosélico precede al pico

de mayor actividad multiunitaria por 2-7 hr.

2. CALCIO INTRACELULAR |

El calcio intracelular es una sefial altamente versatil que opera en un amplio
rango temporal para regular muchas funciones celulares. Por ejemplo, solo en unos
cuantos microsegundos activa la exocitosis, mientras que para activar la
transcripcion genética o la proliferacion celular requiere de varias horas (Berridge et
al, 2000). La célula en reposo tiene una concentracién de calcio de 100 nM, pero se
activa cuando los niveles aumentan aproximadamente a los 1000 nM. Los niveles de
calcio intracelular son detemﬁnados por un balance entre las reacciones que activan
el calcio (reacciones ‘on’) y las reacciones para la terminacién de la serial del calcio
(reacciones ‘off). Hay una diversidad de elementos que participan en este sistema de

movilizacién de calcio intracelular (Berridge et al, 2003 (figura 6).

El calcio que se incorpora al citosol proviene del exterior y de los depositos
intracelulares. La incorporacioén de calcio a los depositos intracelulares o/y su salida
al exterior es por medic de ATPasas de calcio y transportadores. Del exterior, el
calcio se incorpora por medio de canales de calcio dependientes de voltaje y
receptores a glutamato; los principales depésitos intracelulares de calcio son el
reticulo sarcoplasmico (células musculares), reticulo endoplasmico y mitocondria, de
los cuales, los principales elementos que participan en la liberacién de calcio al

citosol son: intercambiador Na*/CaZ?!, receptor a inositol-1,4,5-trifosfato y receptor
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a ryanodina (Berridge et al, 2003). El calcio del citosol activa diversos efectores para
las funciones celulares como la excitabilidad membranal, exocitosis, contraccion
muscular, metabolismo, transcripcion, fertilizacion, proliferacion, etc (Berridge et al,

2003).
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RECEPTOR A RYANODINA

Los receptores a ryanodina (RYRs) son canales de calcio intracelular, que se
encuentran en las membranas del reticulo sarcoplasmico (SR) de las células
musculares v en el reticulo endoplasmatico (ER) de los otros tipos celulares. Su
funcién principal es la de sacar el calcio de su depdsito intracelular que esta en el
SR v el ER hacia el citoplasma de la célula. En mamiferos, €l RYR es una proteina
con un peso molecular de 2.2-2.3 X106 Daltons, esta formada por un
homotetramero (figura 7B}, cada monomero esta constituido por aproximadamente
5000 amino &cidos y con un peso molecular de 550 kDa. Se han clonado,
secuenciado y caracterizado tres isoformas del receptor: 1) isoforma 1 {(RYR-1) que se
expresa mayormente en el musculo esquelético, 2)isoforma 2 (RYR-2) distribuida
principalmente en el musculo cardiaco y en el cerebro, e 3jisoforma 3 {RYR-3) que se
encuentra en pocas cantidades en pancreas, epitelio del pulmon, cerebro, misculo
esquelético y liso. Las tres isoformas son codificadas por tres diferentes genes en
diferentes cromosomas (ryrl; ryr2 y ryr3) {Coronado et al, 1994, Williams et al,

2001; Wagenknecht y Samsé, 2002).

Los RYRs tienen dos componentes estructurales: ajun componente grande en
forma de prisma cuadrado (280 X 280 X120 A) y bjotro de menor tamano que se
proyecta, en uno de sus lados en una estructura simétrica de cuatro lados. La
estructura mas grande representa la region citoplasmatica del receptor, mientras
que la mas pequerfia representa la porcion transmembranal (Wagenknecht y Samso,
2002) (figura 7). El estudio de la estructura-funcién del receptor a ryanodina ha

resultado muy complicada; primero, los canales son expresados en organelos
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intracelulares, por lo que no son faciimente accesibles, segundo, es una proteina
muy grande (constituye una décima parte del tamano de un ribosoma), lo cual
complica su manipulacién genética, asi como la seleccién de los sitios a mutar.
Actualmente se utiliza la técnica de microscopia por cryo-electron para determinar

la estructura tridimensional del receptor (Wagenknecht y Samso, 2002; Fill y

Copello, 2002) (figura 7A).

Figura 7. Receptor a ryancdina tipo 2.
A Estructura del receptor por
microscopia cryo-electronica (Tomado
de Liu y colab. 2004}. B Esquema del
receptor a ryanodina (Tomado de
Williams v colab., 2001).

Diversas moléculas se unen al receptor y modifican su estructura funcional, el
efecto que ejerzan tales moléculas, depende de su concentracion, combinacién con
algan ion u otra molécula y al tipo de receptor (RYR1, RYR2, RYR3] que se unan.

Algunos moduladores de la funcién del canal son fosforilacion, oxidacion, calcio,

ATP, Magnesio, ryanodina, cafeina, dantroleno, rojo de rutenio, etc {(Zucchi y Ronca-
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Testoni, 1997; Shoshan-Barmatz y Ashley, 1998; Williams et al, 2001; Fill Copello,

2002).

a)Calcio citosélico: Se ha encontrado que los RYRs tienen sitios de union para el
calcio y que el efecto en la probabilidad de apertura del canal, depende de la
concentracion de calcio que se le aplique a las células (Williams et al, 2001). El
calcio a bajas concentraciones (1-10 uM), abre el canal y estimula la liberacion de
calcio, v en concentraciones altas (1-10 mM), cierra el canal € inhibe la liberacion de

calcio (Fill Copello, 2002).

b)ATP: La adenosina trifosfato (ATP) actha como ligando en los RYRs. A

concentraciones de milimolar estimula la liberacién de calcio (Shoshan-Barmatz y

Ashley, 1998).

c)Magnesio: El magnesio en concentraciones de milimoles, cierra el canal del RYR y
produce una fuerte inhibiciér en la liberacién de calcio. El mecanismo de inhibicion
del magnesio, parece ser por el desplazamiento competitivo del calcio de sus sitios

de estimulacién de alta afinidad (Coronado et al, 1994; Shoshan-Barmatz y Ashley,

1998).

d)Estado redox: Varios procesos redox modulan al RYR, los mondmeros del receptor
contienen de 80 a 100 residuos de cisteina, muchos de éstos son adecuados para la
modificacién por oxidantes. Recientemente se ha sugerido que el oxidoe nitrico (ON)

podria modular la regulacién Tedox en los RYR (Fill y Copello, 2002).
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e)Cafeina: La cafeina en el rango de los milimolares estimula la liberacion de calcio y
su efecto se potencia con €l ATP y se inhibe con el Mg2+ y el rojo de rutenio. La
cafeina incrementa la probabilidad de apertura de los canales sin cambiar su estado
de conductancia. También estimula la union de ryanodina al receptor

incrementando la afinidad del receptor (Coronado et al, 1994; Shoshan-Barmatz y

Ashley, 1998).

fi)Dantroleno y rojo de rutenio: El dantroleno es una droga que se usa como relajante
muscular postsinaptico, inhibe la liberacion del Ca++ en concentraciones de 10 a 90
pM. El dantroleno reduce la tasa maxima de liberacién de Cat+ sin afectar la
sensibilidad del Ca++ en el receptor, su acciéon es mas evidente en presencia de
cafeina y nucledtidos de aderina {Zucchi y Ronca-Testoni, 1997). El rojo de rutenio
es un inhibidor de la liberacién de Ca++ en el SR en musculo esquelético y cardiaco,
es muy efectivo a concentraciones de 1 nM a 20 uM(Coronado et al, 1994; Zucchi y

Ronca-Testoni, 1997).

g)Ryancdina: La ryanodina es un producto natural que se encuentra en plantas del
genero Ryania, .los cuales crecen como arbustos o arboles delgados en bosques
tropicales de Centro y Sur de Ameérica. Con este componente se identificd y
caracterizé el receptor de eranodi.na. El efecto en los RYRs, depende de la
concentracién de ryanodina que se aplique. A concentraciones en el rango de 0.01-1
uM, se estimula la liberacion de calcio, en concentraciones de 100-300 uM, se inhibe
la liberacion de calcio ¥y a concentraciones de 10 uM, se genera un estado de

subconductancia en el canal (Coronado et al, 1994).
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II. PANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los procesos celulares y moleculares que utilizan las neurcnas del NSQ para la
transmision de la sefal generada por los genes reloj, han sido poco estudiados. En
este trabajo, se plantea que uno de los elementos, que podrian estar participando en
la transmision de la sefial en la via de sefalizacion de las neuronas del NSQ, son los
receptores a ryanodina al modificar la dinamica del calcio intracelular, en donde el
calcio a su vez estaria alterando la excitabilidad membranal, para la expresion del
ritmo circadico en la conducta.

Este elemento seria el primerc de una cascada de eventos involucrados en
transmitir al organismo las sefiales de tiempo generadas por el NSQ. Es a partir de
estas sefiales como se programan los diferentes procesos fisiologicos para lograr la

organizacion temporal en el individuo.

Este trabajo se planteé con el fin de estudiar si la manipulacién farmacoléogica
de los receptores a ryanodina, altera de manera importante la expresion de los

ritmos circadicos de la conducta de ingesta de agua y alimento de la rata.

III. HIPOTESIS

Si los receptores a ryanodina, parficipan como un elemento en la via de salida
del reloj circadico, entonces las manipulaciones farmacologicas que se desarrollen
sobre los receptores a ryanodina de las neuronas del NSQ, debera modificar de

.
manera transitoria, la expresion del ritmo circadico in vivo.
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IV. OBJETIVO GENERAL

Analizar los efectos que tiene la manipulacion farmacolégica de los RYRs en la
via de salida de la ritmicidad intrinseca de las neuronas del nucleo

supraquiasmatico, sobre la expresion del ritmo circadico de la conducta.

V. OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar el efecto de inhibir los potenciales de accién, mediante el tratamiento con
tetrodotoxina en una concentracion de 1 puM, sobre la expresién del ritmo

circadico de la conducta.

9. Analizar el efecto de la excitacion membranal, sin modificar la actividad de los
RYRs, mediante el tratamiento de LCR en concentraciones de potasio a 20 mM,

sobre el ritmo circadico de la conducta.

3. Estudiar el efecto de la estimulacion de los RYRs, mediante el tratamiento con

ryanodina (0.1 uM), en la expresion del ritmo circadico de la conducta.

4 Determinar el efecto de la activacién del estado de subconductancia de los
canales de calcio de los RYRs, con el tratamiento de ryanodina (10 pM), en la

expresion del ritmo circadico de la conducta.
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5. Observar el efecto del bloqueo de los RYRs, mediante el tratamiento continuo y
créonico con ryanodina (100 pM), sobre la expresion del ritmo circadico de la

conducta.

VI. MATERIALES Y METODOS

1. Experimento 1

En este experimento el protocolo que se siguio fue el siguiente: Primero se les
implantaron las canulas guia a los animales, posteriormente se introdujeron los
animales a registro, después de quince dias de registro basal se anestesiaron con
éter para introducirles la bomba miniosmatica y colocarles el inyector. Por ultimo se
dejaron 30 dias mas de registro para determinar el efecto de la solucion durante la
administracién (catorce dias de infusién) y el efecto después de la administracién de

la solucién (quince dias}.

Animales. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso inicial de 180 g.
Primero se acondicionaron una semana a un ciclo de luz-oscuridad 12:12 (la luz se
prendia a las 6:00 hrs con 400 lux.), posteriormente cada individuo se introdujo en
una caja de plastico transparente (50x30x35 cm) con agua y alimento ad libitum.
Los animales se mantuvieron en un cuarto sonoamortiguado a una temperatura de

22 + 1° C, con luz roja constante a 20 lux.

Construccién e implantacién de la cdnula. Antes de introducir a los animales al

registro se les implanté la canula. Las canulas guias se elaboraron con agujas del
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numerc 21, la longitud de la canula fue de ~10 mm y redondeadas en la punta. El
inyector se adquirio de las agujas del namero 25, con una longitud de ~20 mm ¥y
redondeados en la punta. La canula se insert6 en la primera cirugia y se le coloco
un mandril de ~12 mm de longitud en el interior, para evitar que la canula se tapara
y se presentara una infeccion. El mandril se elaboré con varilla dental del numero
 95. La insercién de la canula fue en un angulo de 90° y B‘mm arriba del nucleo

supraguiasmatico.

Para la implantacién de la canula, los animales se anestesiaron con hidrate de
cloral con una dosis de 400 mg/kg. Las ratas se colocaron en un aparato
estereotaxico y se tomaron las coordenadas 2 mm sobre el NSQ, de acuerdo al atlas
de Paxinos y Watson (1998): anteroposterior (AP) + 0.6 mm, lateral (L) 0.0 mm y
vertical (V) - 6 mm del craneo, la barra de los incisivos se coloco en 0. Se hizo el
trépano sobre la coordenada correspondiente y se introdujo la canula hasta la
coordenada V. La canula se fijo con cemento dental al craneo con cuatro tornillos de
acero inoxidable. La canula guia, sirvié para introducir un inyector conectado a la
bomba miniosmética, por la cual se administré diferentes farmacos (LCR, ryanodina,
tetrodotoxina). A los animales se les dio un tiempo de recuperacion de dos a tres
dias, posteriormente se inicio el registro de ingesta de agua durante quince a veinte

dias (registro basal).

Preparacién y colocacién de la bomba miniosmética. Después de los 15-20 dias
de registro basal, a los animales que expresaron un ritmo circadico con un periodo
mayor a las veinticuatro horas, se les implanté la bomba miniosmética Alzet modelo

2002 (Alza, Palo Alto, CA). La bomba se conectd a la canula, a través de un tubo de
40



polyetileno (Tygon microbore tubing ID 0.020 “, wall 0.020%, OD 0.0607), un extremo
del tubo se inserté en la bomba, y el otro extremo se conectd al inyector que paso
por la canula guia y llegé al NSQ. La bomba, el tube y el inyector se llenaron con
liquido cefalorraquideo artificial (LCR) que contenia: NaCl 140 mM, KCl 3.5 mM,
CaClz 1.3 mM, MgClz 1 mM y buffer Hepes 5 mM a un pH 7.2-7.3. Veinticuatro
horas antes de la implantacién se prepararon las bombas miniosmaticas con el
tubo, vy se sumergieron en solucién salina al 0.9% en una temperatura de 37°C.

Para la colocacién de la bomba, los animales se anestesiaron con eter, se les hizo
una pequefa apertura en la piel a nivel de la escapula, la bomba se implanto de
forma subcuténea. El tubo de polyetileno que conect6 a la bomba con la canula, se
pasé por debajo de la piel del animal y por medio de inyector de acero se inserto a la
canula guia hacia el NSQ. El inyector se {ij6 a la canula con pegamento Kola-loca y
se cubrié con un capuchén, elaborado con tubos eppendorff, esto para evitar que el
animal se quitara el tubo con el inyector. La administracién de la solucion fue de
200 pl durante 14 dias a una velocidad de 0.5 pl/hr. Después de los 14 dias, se

dejo a los animales otros 20 dias mas de registro.

Medicion de la actividad de ingesta de agua. Para el registro de la ingesta de
agua, a las cajas se les colocé una placa de aluminio en el piso, por encima de la
placa se le instald una botellé con agua y un bebedero de acero inoxidable cubierto
con un tubo de plastico que sobresalia 2 mm, que permitioé detectar el instante en
que el sujeto tomara agua. La placay el bebedero se conectaron a un sensor, cada
vez que la rata tocaba el bebedero generaba una sefial eléctrica que era detectada y

recolectada en un concentrador conectado a un sistema de adquisicion de datos
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automatizado {SiMC, IFC/UNAM). La senal detectada en el bebedero incrementa un

contador de eventos, que almacena la frecuencia de eventos en intervalos de 15 min.

Para determinar el periodo circadico se pueden utilizar diversos andlisis
matematicos: Cosinor, Periodograma, Demodulacion compleja, densidad espectral

(Enright, 1981; Vega, 1993). Para este trabajo el periodo se determind por el

periodograma de %2 (Apéndice A).

Los registros obtenidos en este trabajo se graficaron en actogramas de Double-
Plot. E] Actograma es una de los formas mas comunes de representar un registro de
actividad (en tiempo). Se usa para examinar tanto datos de actividad (o) como de
inactividad (p), también se puede observar el periodo y la fase de la sefial. El
Actograma consiste en el ordenamiento consecutivo de graficas de ocurrencia de
eventos. La grafica en Doble-Plot es una técnica que parte del actograma y consiste
en que a partir de una captura de datos, efectuada durante un periodo P a
intervalos constantes, se agrupan los datos en n subintervalos y se escalan para
construir una grafica de n barras, donde n es un numero de intervalos definidos en
P. Para observar mejor la ritmicidad se repite al lado izquierdo la misma grafica,
pero recorrida un periodo, sobre la escala de las ordenadas, de esta forma se
observa que si la ritmicidad corresponde al periodo P seleccionado, se obtendra una
grafica sin desfasamiento, o bien si la ritmicidad es mayor que el periodo propuesto,
la grafica presentara una pendiente negativa, mientras que si es menor presentara
una pendiente positiva. De esta forma es posible apreciar el periode y fase del

fenomeno en estudio (Enright, 1981; Vega, 1993).
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Histologia. Al terminar el experimento se sacrificaron los animales con una
sobredosis de anestésico pentobarbital, los sujetos fueron perfundidos por via
transcardiaca con solucién salina al 0.9 % seguida de formalina al 10 %. Se extrajo
el cerebro y se dejé en formalina durante 1 h, posteriormente se paso a sacarosa al
10% durante 24 h. Después se coloco en sacarosa al 20% durante 48 h. Por ultimo,
el cerebro se paso a sacarosa al 30% durante 48 h. El cerebro se cortdé en un
criostato en cortes coronarios de 40 pm, y fueron tenidos con violeta de cresile para

determinar la localizacién de la canula.

2. Experimento 2

Como se observaron cambios en el grupo control con el protocolo del
experimento 1, se decidié cambiar de protocolo, ademas el laboratario cambio de
Sistema de registro. También se hicieron prueba sobre el efecto del éter y el
pentobarbital en diferentes horas circadicas. En este experimento 2 los animales se
anestesiaron con pentobarbital sodico y se siguio el siguiente protocolo: Primero se
introdujeron a registro los organismos para obtener la basal de quince dias, después
en una sola cirugia se les implanto el inyector (sin canula guia) y la bomba
miniosmética. Y por ultimo se dejaron treinta y cinco dias mas para el registro

durante y después de la infusion de la solucion.

Animales. Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, con un peso inicial de 180 g.
Primero se acondicionaron una sémana a un ciclo de luz-oscuridad 12:12 {la luz se
prendia a las 6:00 hrs con 400 Iux.), posteriormente cada individuo se introdujo en

una caja con agua y alimento ad libitum. Las cajas se colocaron en habitaciones
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cerradas, en oscuridad constante y se mantuvieron en un cuarto sonoamortiguado a
una temperatura de 22 + 1° C, con luz roja a 50 lux. Se registré la conducta de
ingesta de agua y alimento, y al quinceavo dia de que se presentara un registro

constante de la conducta, se procedio a la implantacion de la canula.

Implantacién de la cdnula. Se utilizaren canulas guia 26GA 5 mm de la marca
plastic-one. Los animales se anestesiaron con pentobarbital sadico con una dosis de
30 mg/kg. Las ratas se colocaron ¢n un aparato estereotaxico, la canula se coloco
en un angulo de 90°, en €l NSQ y se tomaron las siguientes coordenadas de acuerdo
al atlas de Paxinos y Watson (1998): anteroposterior (AP} + 0.4 mm, lateral (L) 0.0
mm y vertical (V) - 8.5 mm del craneo, la barra de los incisivos se colocé en 0. Se
hizo el trépano sobre la coordenada correspondiente y se introdujo la canula hasta
la coordenada V. La canula se fijé con cemento dental al eraneo con cuatro tornillos
de acero inoxidable. La canula guia se conectd directamente a la bomba
miniosmatica, por la cual se administro las diferentes soluciones (LCR, ryanodina,

tetrodotoxina, ALTO K).

Preparacién y colocacién de la bomba miniosmética. Una vez fija la canula se
implanté la bomba miniosmatica Alzet modela 2002 (Alza, Palo Alto, CA), de forma
subcutanea sobre la escépula izquierda. La bomba se conect6 a la canula, a través
de un tubo de polyetileno (Tygon microbore tubing 1D 0.020 “, wall 0.020%, oD
0.060%), un extremo del tubo se inserté en la bomba pegandolo con kola-loca, y el
otro extremo se conectd a la canula guia. La bomba, el tubo y la canula se llenaron
con: tetrodotoxina (1 uM); ryanodina (100, 1 6 0.1 pM), liquido cefalorraquideo

artificial (LCR - NaCl 140 mM, KCl 3.5 mM, CaClz2 1.3 mM, MgClz 1 mM y buffer
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Hepes 5 mM a un pH 7.2-7.3) o alto potasio (ALTO K - NaCl 120 mM, KCl 20 mM,
CaCl, 1.3 mM, MgCla 1 mM ¥y buffer Hepes 5 mM a un pH 7.2-7.3). Veinticuatro
horas antes de la implantacion se prepararomn las bombas miniosméticas con el tubo
para su activacion, y se sumergieron en solucion salina al 0.9% en una temperatura

de 37°C.

La administracién de la solucién fue de 200 pl durante 14 dias a una velocidad
de 0.5 ul/hr. Después de los 14 dias, se dejo a los animales otros 15 - 20 dias maés

de registro.

Medicion de la actividad de ingesta de agua y alimento. lLos animales se
colocaron en cajas de acrilico transparentes de 50X50X35 cm., donde se monitoreo
la ingesta de agua y alimento de manera continua. El piso de la caja era una placa
de aluminio conectado a tierra y la botella de agua estaba conectada a un sensor,
cuando la rata tocaba al bebedero cerraba el circuito y generaba una sefal eléctrica
que se colectaba en un sistema de computadora de adquisicion de datos
automatizado (Omni-Alva UNAM-lab. Cronobiologia v 1.1). La senal era integrada en
intervalos de 2 minutos. En la pared de la caja estaba unido un comedero con dos
carriles de sensores, uno de cada lado del comedero, cada vez que la rata introducia
la cabeza al comedero, se cerraba el circuite y mandaba una senal eléctrica al
sistema de adquisicion de datos. Los registros obtenidos se procesaron en el

programa DISPAC, para la obtencién de actogramas en Double-Plot.

Histologia. Al terminar el ‘experimento se sacrificaron los animales con una

sobredosis de anestésico pentobarbital, los sujetos fueron perfundidos por via
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transcardiaca con solucién salina al 0.9 % seguida de formalina al 10 %. Se extrajo
el cerebro v se dejo en formalina durante 1 h, posteriormente se paso a sacarosa al
10% durante 24 h. Después se coloco en sacarosa al 20% durante 48 h. Por ultimo,
el cerebro se pasd a sacarosa al 30% durante 48 h. El cerebro se corté en un
cryostato en cortes coronarios de 40 um, y fueron tefiidos con violeta de cresilo para

determinar la localizacién de la canula.

VII. DISENO EXPERIMENTAL

Experimento 1

El ritmo de ingestion de agua se registré en seis grupos, con diferentes

tratamientos.

1)Grupo anestesiado con éter (ETER): A estos animales no se les introdujo la canula
sélo entraron a registro y se anestesiaron con éter en diferentes tiempos.

2)Grupo sin transfusion de liquido (SHAM}: a este grupo se le implanté la canula y
posteriormente el inyector sin la transfusién de algin liquido.

3)Grupo control (LCR): Los animales fueron tratados con liquidc; cefalorraguideo
artificial a 37°C.

4)Grupo tratado con ryanodina en una concentracién de 100 uM (RYA 100 pM).
5)Grupo tratado con ryanodina en una concentracién de 0.1 pM (RYA 0.1 uM).

6)Grupo tratado con tetrodotoxina a una concentracion de 1 uM (TTX).
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Experimento 2

En el experimento 2, primero se anestesio a un grupo de animales gue estaban
en registro, en diferentes horas circadicas, para determinar si el pentobarbital

s6dico tendria un efecto en la expresién del ritmo circadico de la conducta de

ingesta de agua.

El ritmo de la conducta de ingestién de agua y alimento se registro en los

siguientes grupos:

1)Grupo control (LCR): Los animales fueron tratados con liquido cefalorraquideo
artificial. (n = 6)

2)Grupo tratado con tetrodotoxina a una concentraciéon de 1 uM (TTX). (n = 4)
3)Grupo tratado con alto potasio (20 mM). (n = 7)

4)Grupo tratado con un farmaco facilitador del receptor: ryanedina 0.1 pM. (n = 5)
5)Grupo tratado con un farmaco que afecta la conductancia del canal del receptor:
ryancdina 10 pM. (n = 5)

6)Grupo tratado con un farmaco bloqueador del receptor: ryanodina 100 uM. (n = 4)

En cada uno de ellos de tomé el registro de la conducta en tres segmentos: 10 -
15 dias de registro basal, antes del tratamiento {A); 14 dias de registro durante el
tratamiento (T}; 15 - 20 dias de registro después del tratamiento (D). En cada uno de

los segmentos se midio:
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a)El periodo por el periodograma de %2,
b)Se determiné el cambio de fase (A®)de A a T (ADy); de T a D (Ady); ¥ de A a D (ADs).
El cambio de fase se determiné midiendo la diferencia entre las lineas ajustadas del

periodo,

c)Se analizd la arquitectura del ritmo, el cual consiste en la duracion de la actividad

(@) y su estabilidad (varianza - cu), la duracién de la inactividad (p) y su estabilidad

(varianza — op).

Los parametros se compararon entre los tres segmentos del registro (antes,
durante y después del tratamiento) de un mismo grupo y entre los seis grupos,
mediante un analisis de varianza (ANOVA) y una prueba de Tukey post-hoc si se

requeria.

Los datos obtenidos en la conducta de ingesta de agua se sumaron a los de la

ingesta de alimento, para obtener solo un analisis.

48



. VIII. RESULTADOS

Experimento 1.
Histologia: En la mayoria de los animales se observoé que el inyector se encontraba

anterior al NSQ. De 26 animales, 4 tuvieron la canula arriba del NSQ y 3 tenian

dano en el NSQ.

Conducta; En la tabla 1 se resumen los resultados obtenidos de los seis grupos

experimentales.

GRUPOS PERIODO (1} CAMBIO DE FASE (A®D)

antes durante después AD, A, AD,

ETER 25.01 £0.08 25.1 £ 0.08 0
SHAM 248 +011 24.7£0 -0.1 £0.87
ILCR 24,7 £+ 0.09 24.5+0.12 24.8 £0.08 -0.7£09 0 -0.7 08
TTX 24.42 £0.14 24.7 £0.29 4.8+ 3.4
RYA 100 uM 24.7 +0.12 24.4 +0.07 24,6 +0.12 -0.4+08 -1.1+£0.71 -0.8 +1.02
RYA 0.1 yM 24.7 £0.14 24 4 +0.13 24.8 £0.12 -0.7 £0.45 -0.8 £+1.08 -1.5%+1.5

Tabla 1. Resumen de los resultados obtenidos en cada uno de los grupos
experimentales. El periodo se tomd por el periodograma de 32 (DISPAC]. Periodc y
cambio de fase medido en horas. Promedio % error estandar.

En ningin grupoe experimental se percibieron cambios en el periodo (Grafica
1), pero si se registraron cambios de fase (Grafica 2) en los grupos SHAM, LCR, TTX,
RYA (0.1 y 100 pM). Con el grupo SHAM se observaron retrasos de fase en la
transicion, antes y durante el' tratamiento (A®1), esto implica que la intreduccion del
inyector posiblemente inducia una estimulacién mecanica scbre el NSQ. En los

grupos tratados con ryancdina a 0.1y 100 uM ocurrié un retraso de fase al termino

del tratamiento (A®2) (figura 8).
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tratamiento. A Final del tratamiento.
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Grifica 1. Promedio del periodo de cada uno de los grupos del experimento 1.
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Grifica 2. Promedio de los cambios de fase de cada uno de los grupos del
experimento 1.
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Como se observaron cambios de fase por la implantacién del inyector se
cambio el método para la introduccién de la canula. También se cambid el hidrato
de cloral por el pentobarbital, por lo que se probo el efecto del pentobarbital sobre el

ritmo circadico de la conducta, a diferentes horas circadicas {figura 9)

1ol ..
b a1

Figura 9. Actogramas del efecto del pentobarbital sbdico sobre la conducta de
ingesta de agua, en diferentes horas circadicas. ¥ Aplicacién del anestésico.
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Experimento 2.

Histologia: De los 50 animales implantados, 26 tenian la punta del microinjector
entre los nicleos supraquiasmatices, 2 en la parte anterior de los niicleos, 2 en sélo
un nucleo, 1 en la parte posterior de los nucleos y 29 sujetos tenian fuera la punta
del microinjector de los nucleos supraquiasmaticos. Para el analisis de resultados,
s6lo se tomaron en cuenta los animales que presentaron la punta de la canula en el

NSQ (n = 31). En el siguiente esquema se representa las zonas donde se encontré la

punta de las canulas.
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Figura 10. Representacion
en esquema de las zonas
donde se encontré las
puntas de las canulas.
Punta de la canula ¥

Conducta: Todos los animales mostraron un ritmo circadico en libre corrimiento
durante el registro basal. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran una
clara diferencia en la conducta del ritmo circadico durante la administracion de las

soluciones: TTX, alto potasio, ryanodina 0.1, 10 y 100 uM. En el grupo control de
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liquido cefalorraquideo se demuestra que no hay efecto en el ritmo circadico de la
conducta, por la cirugia realizada en el animal para implantar la canula y la bomba
miniosmética (figura 11). En las siguientes figuras (11, 12, 13, 14, 15 y 16) se
representa en actogramas la suma del ritmo circadico de la conducta de ingesta de

agua y alimento de la rata.
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Figura 11. Actograma de un animal tratado con liquido
cefalorraquideo. Las flechas indican la aplicacién y terminacion
del tratamiento.

Durante el tratamiento con TTX (figura. 12) se observé que el ritmo circadico de
las conductas registradas se desorganiza, pero después de que finaliza el
tratamiento, regresa el ritmeo circadico con su periodo y fase en el que se encontraba

antes de iniciar el tratamiento.
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Figura 12. Actograma de un animal tratado con TTX (1 uM). Las
flechas indican la aplicacién y terminacién del tratamiento.

Con el tratamiento de alto potasio {20 mM) los animales se observo un ligero
acortamiento del periodo durante el tratamiento, en la mayoria de los casos no
regreso el periodo a su estado basal (grafica 3). Ademas se registré una disminucién
en el tiempo de actividad (o), durante y después del tratamiento (figura 13). En
algunos casos ( n = 3) se noté que en los wltimos cinco dias el periodo y tiempo de

actividad eran parecidos a los cuantificados antes del tratamiento.
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Figura 13. Actograma de un animal tratado con alto potasioc (20 mM).
Las flechas indican la aplicacién y terminacion del tratamiento.

La administracién de la ryanodina a una concentracion de 0.1 uM tiene efectos
parecidos a la administracién de TTX, se observé una tenue desorganizacion del
ritmo durante la administracién del farmaco, posteriormente se acorta el tiempo de

la actividad (o) durante y después el tratamiente (figura 14).
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Figura 14. Actograma de un animal tratado con ryanodina (0.1 uM).
Las flechas indican la aplicacién y terminacién del tratamiento.

En la figura 15 se muestra que cuando se altera la conductancia del canal
intracelular de calcio con la ryanodina a 10 pM, se fracciona la actividad en el ritmo
circadico durante y después del tratamiento, pero tres dias antes de que terminara
el registro, se observé la agrupacion de la actividad. En las graficas no se observaron
diferencias en cuanto a su periodo, cambio de fase y arquitectura del ritmo, perc es
evidente en todos los sujetos tratados con ryanodina 10 uM, que su ritmo circadico

se fracciona en tres segmentos.
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Figura 15. Actograma de un animal tratado con ryanodina (10 pM).
Las flechas indican la aplicacion y terminacién del tratamiento.

El bloqueo del canal intracelular de calcio, por la administracién de la
ryanodina a una concentraciéon de 100 pM, ocasiond la dispersién de la actividad
durante la infusién del farmaco. Al finalizar el tratamiento se observoé un avance de

fase y se volvid a conglomerar la actividad (figura 16).
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Figura 16. Actograma de un animal tratado con ryanodina (100 uM).
Las flechas indican la aplicacion y terminacion del tratamiento.

En la siguiente tabla (2) se muestran lo valores del periodograma de 32 y el
cambio de fase en cada uno de los grupos experimentales: LCR (n = 5), TTX (n = 5),
ALTO K (n = 5), RYA 0.1 uM (n = 5), RYA 10 uM (n = 5) y RYA 100 uM (n = 5). El
periodograma de y2 no detecté el periodo en los grupos de TTX y RYA 100 uM, v en
les grupos de TTX y ALTO K se detecté un acortamiento del pericdo después del

tratamiento
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PERIODOGRAMA 2 CAMBIOC DE FASE
GRUPOS antes durante | después Ad1 AD2 A3
LCR 24.10+ 0.09 [ 24.06¢ 0.06 { 24.00% 0.06 | 0.00% 000 | 0.00% 0.00 | 0.00 £ 0.00
TTX 24.11 £ 0.07 23.86 £ 0.06 0.19 £ 0.19
ALTOK 2422 % 0.06 | 24.32% 0.09 | 23.88¢ 0.07 000t 0.00 |-0.39 £ 0.39
RYAO.1 pM | 24.12t 0.10 | 2451+ 0.24 | 24.11 £ 0.11 -081% 0.72 | 0.60 = 1.06
RYA 10 M | 23.95% 0.04 | 23.98% 0.04 | 2392t 0.08 | 0.00+ 0.00 | -060% 06L | 0.15 £ 099
RYA 100 uM | 23.98t 0.06 24.17 £ 0.20 4.00 £ 0.80

Tabla 2, Periodo y cambio de fase medido en horas. Promedio * error estandar.

25.0

245

PERIQDO (hr)

235 +

23.0

24.0 -

H

L2

PERIODO

L

i

|

I

Em ANTES
1 DURANTE
BN DESPUES

k%

LCR

TTX

ALTO K RYADO.1

GRUPOS

RYA 10

RYA 100

Gréfica 3. Periodo obtenido por el periodograma de 2, antes, durante y después del
tratamiento en cada uno de los grupos experimentales. * p < 0.05 {entre A, T, D)
** p < 0.05 (entre los grupos)

En general se detectaron pequefios cambios de fase en todos los grupos,

excepto en el de LCR, el mayor cambio de fase se observd en el grupo tratado con
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RYA 100 uM, (4 = 0.8 hrs), en los demas grupos sélo se vieron pequerias variaciones

no significativas (grafica 4}.

CAMBIO DE FASE
. A0
jm—.X
. A3
6 H
4 -
w
<
£ 2
o
I
: ]
0 m m
-2
LCR TTX  ALTOK RYAO1 RYA10 RYA100

GRUPOS

Grifica 4. Promedio del cambio de fase entre las transiciones de antes, durante y
después del tratamiento (A®1, AD2, AD3) en cada uno de los grupos experimentales.
* p < 0.05 (entre A®1, AD2, AD3] ** p < 0.05 (entre los grupos)

En las tablas 3 y 4 se muestran los datos obtenidos de la arquitectura del ritmo
en los tres segmentos de cada uno de los grupos experimentales. La duracion de la
actividad se vio afectada con los tratamientos de TTX, ALTO K y RYA 0.1 pM.
Durante la administracion de tetrodotoxina se dispersé la actividad, por lo que no se

puede determinar la duracién de la actividad; con la administracién de ALTO K y
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RYA 0.1 uM se acorto el tiempo de actividad, manteniéndose este efecto atin después

del tratamiento (grafica 3).

ARQUITECTURA DEL RITMO

TIEMPO DE ACTIVIDAD («) VARIANZA (ca)
GRUPOS antes durante | después antes durante | después
LCR 1225+ 0.37 | 11.87* 0.34 | 11.42+ 021 | 0.64 £ 0.09 | 0.89 t0.39 | 1.36 t 0.86
TTX 11.73% 037 11.51 % 0.15 | 0.49 t 0.18 0.40  0.10
ALTO K 11.54% 028 | 1028+ 0.24 | 10.84¢ 042 | 090 + 0.35 | 0.97 £ 0.39 | 1.13 t 0.37
RYAO.1 yM | 12.03% 047 [ 10.54% 0.11 [ 10.43% 0.27 | 0.57 = 0.19 | 0.88 * 0.30 | 0.52 * 0.20
RYA10pM | 11.11% 049 [ 1085t 044 | 1076+ 0.42 | 0.34 = 0.07 | 2.58 t 1,88 | 0.29  0.08
RYA 100 .M | 11.14% 0.10 1073t 0.18 | 1.26 £ 0.47 0.87 t 0.37
Tabla 3. Duracion de la actividad y su varianza en horas. Promedio 1 error
estandar.
TIEMPO DE ACTIVIDAD () B ANTES
3 DURANTE
EEE DESPUES
14
13
12 + I %
C£ * LT3
ﬂof 11 H % * & .
T m
10
9 -
8 an T T
LCR TTX ALTO K RYAOQA1 RYA 10 RYA 100
GRUPOS

Grifica 5. Duracién de la actividad (o) en cada uno de los grupos experimentales.
*p < 0.05 (entre A, T, D) ** p < 0.05 (entre los grupos)
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La varianza de la actividad (oo) indica la variacién del tiempo de la actividad
que hay entre los dias promediados. En este parametro sélo se observé un
incremento de la variacién en el grupo de RYA 10 pM durante el tratamiento (grafica

6).

50 - (ca) VARIANZA

BN ANTES
40 [——1 DURANTE
SEEE DESPUES

HORAS

20 A

Ll ﬂﬁﬂh

ALTO K RYA 01 RYA 10 RYA 100

GRUPOS

Grifica 6. Variacidn de la actividad (oa) en cada uno de los grupos experimentales. *
p < 0.05 (entre A, T, D} ** p < 0.05 (entre los grupos)

En el tiempo de inactividad no se obtuvieron cambios, excepto en el grupo de
TTX durante €l tratamiento, donde no se podia determinar ese parametro {(grafica 7).
La varianza de la inactividad sélo se vio afectada en el grupo de RYA 10 uM durante
el tratamiento y se observa mucha variacién en la basal del grupo de RYA 0.1 uM
(gréfica 8).
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ARQUITECTURA DEL RITMO

TIEMPO DE INACTIVIDAD ( p)

VARIANZA ( op)

antes durante después antes durante después
LCR 11.92+ 0.31 [12.20% 0.31 |12.65% 0.19 |0.47 + 0.06 |095 * 0.48 |1.11 * 067
TTX 12.44 + 0.39 1261% 0.11 |0.49 £ 0.16 0.45 * 0.06
ALTO K 12.78 £ 0.29 [13.88% 0.23 [13.21% 0.44 0.84 * 0.37 |1.69 * 0.76 |1.22 * 0.42
RYAO.1pM |[12.17% 048 |[13.63% 0.1 |1361£034 |062 £ 0.18 |0.73 * 0.23 |0.63 = 0.93
RYA 10puM [1290% 042 [13.12t 040 |[13.29t 0.42 |0.39 % 0.09 |2.86 £ 1.95 |0.28 £ 0.08
RYA 100 uM | 12.99 = 0.04 1333+ 023 |1.10 & D.37 0.90 * .32
Tabla 4. Duracién de la inactividad y su varianza en horas. Promedio + error
estandar.
N ANTES
1 DURANTE
N DESPUES
TIEMPO DE INACTIVIDAD (p)
16
T
14 4 F *k
[ 3]
i T .
*
)
g h
o
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LCR TTX ALTOK RYAO0.1 RYA10  RYA 100
GRUPOS

Grafica 7. Duracion de la inactividad (p) en cada uno de los grupos experimentales.
*p < 0.05 (entre A, T, D) ** p < 0.05 (entre los grupos)
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Grifica 8. Variacion de la inactividad (sp) en cada uno de los grupos
experimentales. * p < 0.05 (entre A, T, D) ** p < 0.05 (entre los grupos)
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados de este trabajo muestran que la manipulacion farmacolégica de
los receptores a ryanodina y la alteracion de la excitabilidad membranal con un
bloqueador de los canales de sodic (TTX} y un despolarizador de la membrana (ALTO
K), modifican de manera evidente la expresion del ritmo circadico de la conducta. En
algunos casos esta alteracién es de manera transitoria (TTX, RYA 0.1 uM y RYA 10
pM), dias después de finalizado el tratamiento regresa el ritmo circadico a su
condicion anterior a la manipulacién. En otros casos el efecta del farmaco (ALTO K y
RYA 100 pM) pefmanece aun después de varios dias de lavado, no se puede concluir
que el efecto es permanente porque sélo se tomaron 15-20 dias después del termino
del tratamiento, se tendria que tomar mas dias (al menos 30) para determinar si el

efecto es permanente.

En el trabajo de Schwartz y colaboradores (1987) se determiné que los
potenciales de accién de las neuronas del NSQ constituian un elemento que
participa tanto en la via de entrada como en la via de salida del reloj circadico. se
utilizé un protocolo similar al reportado por Schwartz, a los sujetos se les implanté
una canula en el nucleo supraquiasmatico y se les prefundié TTX de manera cronica
durante 14 dias. Como se observo en la figura 12, la administracién de la TTX
interrumpe el ritmo circadico de la conducta, si no hay potenciales de accién las
células no pueden expresar un ritmo circadico en la conducta, Schwartz le llamé a

los potenciales de accion: manecillas del reloj.
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Ademas de la tetrodotoxina que inhibe los potenciales de accién, se utilizo una
solucion con alte potasio para despolarizar la membrana. La administracion de alto
potasio a las células del nucleo supraquiasmatico ocasiondé un acortamiento del
periode durante y después de su administracion, una reduccién del tiempo de
actividad y también se observa un retraso de fase dos dias después de implantada la
bomba, no se puede asegurar si este cambio de fase se dio inmediato a la
implantacién o por ¢l cambio de periodo, ya que todos los animales implantados con
cualquier solucion no presentaban registro dos dias después de la operacion,
posiblemente debido a que la infusién afecto algunas fibras neuronales cercanas al
tercer ventriculo anteroventral que regulan la sed (Anderson y Rundgren, 1982) o

simplemente por los efectos de la cirugia.

El incremento en la excitabilidad membranal por la aplicaciéon de ALTO K de
forma crénica, acorta el periodo del dia, lo cual es un indicative de que el dia del
reloj es mas corto, es decir, el reloj avanza mas rapido, no sabemos si se trata sélo
del mecanismo de salida de la célula o si se afecté a la maquinaria del reloj
(mecanismo de transcripcién-traduccion), o se tarda en recuperar la célula del
tratamiento crénico. Al parecer en los actogramas y en la grafica (figura 13 y grafica
3} el periodo se queda corte aun después del tratamiento con ALTO K, pero se
necesitarian mas dias {al menos otros 15) para determinar si el periodo regresa a

sus valores anteriores al tratamiento o si el efecto fue permanente.

Como se menciond en los antecedentes, el calcio intracelular participa en
muchos procesos celulares, como son: metabolismo, liberaciéon de

neurotransmisores, potencial membranal, etc.,, ademas del calcio (Colwell, 2000),
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estas funciones celulares presentan un ritmo circadico en las neurcnas del NSQ,
estudios anteriores han propuesto que la dinamica del calcio intracelular participa
en la modulacién de estos cambios ritmicos (Diaz-Munoz vy colab. 1999; lkeda et al,
2003). De los diversos mecanismo que se encargan de regular la dinamica del calcio
intracelular, se ha reportade que los canales intracelulares sensibles a la ryanodina,
que liberan calcio al citoscl, se expresan de manera circadica solo en las neurcnas
del NSQ (Diaz-Mufioz et al, 1999). En los resultados de este trabajo se encontraron
cuatro efectos principales por la manipulacién farmacolédgica de los receptores a
ryanodina: 1)Desorganizacion del ritmo (condicién arritmica), 2)Fragmentacion del
ritmo 3]Ac0rtanﬁent0 del periodo y, 4)Acortamiento del tiempo de actividad. Inhibir
la liberacién de calcio, ocasiona una condicién arritmica en la conducta de los
sujetos (figura 16), esto podria deberse a que el bloqueo continuo en la liberacion de
calcio interrumpe la condicién ritmica de la concentracion calcio intracelular. Se ha
reportado que la alteracién de calcio intracelular altera la actividad eléctrica de las
neuronas del NSQ (Diaz-Muroz et al, 1999; lkeda et al, 2003), por lo que se puede
deducir que la alteracién del ritmo de la concentracién de calcio intracelular

modifica la actividad eléctrica de las neuronas del NSQ.

La fragmentacion del ritmo que se observé al administrar la ryanodina en una
concentracion de 10 pM, nos indica gque hay un desacoplamientoc entre las
neuronas. Estudios que se han realizado sobre el desacople entre osciladores en
ratones, muestran una biparticién del ritmo denominado “splitting”, el cual es una
evidencia de osciladores multiples circadicos (Watanabe et al, 2003). la
desorganizacién eléctrica de -las células del NSQ podria estar provocando que se

desfasen las neuronas entre si. El grupo de Schwartz {2000) registré des picos de
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actividad electrofisiolégica (alrededor de 4 hr} en cultivo de rebanadas de hamster
que contenian al NSQ, esta conducta ritmica en splitting no es un reflejo de los

genes reloj (Watanabe et al, 2003).

La liberacion ritmica del calcio intracelular proporcionada por los receptores a
ryanodina podriran modular de manera directa o indirecta los canales de potasic
activados por calcio en las neuronas del NSQ (Walsh et al, 1995). De manera
indirecta el calcio se puede unir a la calmodulina para activar de forma ritmica las
proteinas kinasas que fosforilan canales idnicos voltaje dependientes como es el
caso de los canales de calcio tipo L o canales de potasio, de esta manera modular la

actividad eléctrica de las neuronas del NSQ.

Con los resultados de este trabajo se propone que los receptores a ryanocdina,
modulando el ritmo circadico de la dinamica de calcio intracelular, de alguna forma
alteran la excitabilidad membranal de las neuronas del NSQ, al cambiar la actividad
eléctrica neuronal se modiﬁda la expresion del ritmo circadico de la conducta, tal
vez, desacoplando a las células o desorganizando su ritmo en la frecuencia de

disparo neuronal, pero sin alterar las propiedades intrinsecas del reloj (figura 13).
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NEURONA DEL NSQ

Figura 17. Modelo de la participacion del receptor a ryanodina y dinamica del calcio
intracelular en la expresién del ritmo circadico.

En nuestro laboratorio actualmente se esta registrando el potencial de
membrana, la frecuencia de disparo y los sinapticos para determinar
especificamente la forma en cémeo influye la manipulacion farmacolégica de los
receptores a ryanodina en estos parametros. A futuro también se planea determinar
cuales son los canales transmembranales que son modulados por el calcio para la

expresion del ritmo circadico de las neuronas del nlicles supraquiasmatico.
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XI. CONCLUSIONES

* La perfusion de la solucién per se en el organismo, no produce efectos sobre el

ritmo circadico de la conducta.

* La eliminacion de los potenciales de accién en las neuronas del nucleo
supraquiasmatico, por la administracién crénica de la tetrodotoxina (1 upM),
suprime la expresion del ritmo circadico de la conducta. Cuando se deja de
administrar la TTX, el rit_rno: circadico aparece con ¢l periodo y fase anterior a la

administracion del farmaco. Esto es un indicativo de que la maqguinaria del reloj (el

asa de retroalimentacion transcripcién-traduccion) no se modifico.

* El incremento en la excitabilidad membranal con la administracion cronica de
alto potasio induce a un acortamiento del periodo y tiempo de actividad en el ritmo
circadico de la conducta, lo que sugiere una aceleracién en el reloj. Con estos
resultados no se puede deducir si este efecto es sélo por la activacién continua de
los canales de la membrana plasmatica o si hubo una maodificacién genética. En
algunos animales el periodo retorné a su valer anterior a la administracion del alto

potasio ¥y en otros se mantuvo el periodo con el valor que adquiri6 durante la

administracion.

* La induccién de la liberacion de calcio por los canales intracelulares de calcio
sensibles a la ryanodina, con la ryanodina a una concentracién de 0.1 uM durante

catorce dias, tiene un efecto parecido al del alto potasio, un acortamiento del pericdo
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y una reduccién en el tiempo de ia actividad durante y el tratamiento. Este efecto
apoya nuestra hipotesis de que la liberacién del calcio intracelular al citosol per los
receptores a ryanodina influyen sobre la excitabilidad membranal y ésta a su vez en

la expresion del ritmo circadico de la conducta.

= La liberacion continua calcio hacia el citosol, por la administracién de la
ryanodina en una concentracién de 10 pM durante catorce dias, no afecto el periodo
y fase del ritmo durante su administracién, pero si provocd que la actividad se
fraccionara en tres partes. Se sugiere que este fraccionamiento en el ritmo se deba a

una desincronizacion de las neuronas del NSQ, como se observa en el “splitting”

* El bloqueo de los canales intracelulares de calcio con la administracién crénica
de ryanodina a una concentraciéon de 100 uM provocéd la desorganizacion del ritmo
circadico, efecto que también se observdé con la administracién de TTX. Este
resultado nos sugiere que ¢l bloqueo en la liberacion de calcio por los receptores a
ryanodina afecta la induccion de los potenciales de accion, que a su vez bloquea la

expresion del ritmo circadico de la conducta.

* Los resultados de este trabajo aportan mas evidencias para probar la hipétesis de
que los receptores a ryanodina modulandoe la dinamica del calcio intracelular son
elementos que participan en la transmisién de la sefial del oscilador (los genes reloj)

a la membrana neuronal para la salida de la expresion del ritmo circadico.
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