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Papel del nucleo paraventricular talamico en la sincronizacion
a sefiales no luminosas.

El nacleo paraventricular del talamo (PVT), es el elemento mas dorsal de
los ndcleos médiales del talamo ocupa una delgada linea que se extiende por
debajo de la capa ependimal del tercer ventriculo, se encuentra sobre el tercer
ventriculo y tiene una extensién anteroposterior igual a la del tdlamo, proyecta a
diferentes areas cerebrales, las cuales se organizan topograficamente a lo largo
del eje antero-posterior y dorso-ventral. Tiene una estrecha relacion anatémica
con el nucleo supraquiasmatico (NSQ), ademas de recibir proyecciones del la
hojuela intergenicular (HIG) y del nucleo del rafe, todos ellos importante
componentes del sistema circadiano, por lo que se ha vinculado de forma
importante con el sistema circadiano. Sin embargo existe evidencia experimental
de lesién electrolitica, exposicion a estimulos catalogados como sincronizadores
no luminosos y evaluacion de la actividad neuronal a través de la proteina c-Fos,
que lo involucran con la sincronizacion no luminosa. Esta investigacion pretende
evidenciar la participacién del PVT en la sincronizacién que imponen los patrones
de restriccion de alimento, considerados como un sincronizador no luminoso,
utilizando como una herramienta la inmunoreactividad a la proteina c-Fos para
evidenciar la actividad neuronal. Se utilizaron rata macho la cuales fueron
sometidas a patrones de restriccién de alimento, para después sacrificarlas, una
hora previa al acceso al alimento (ZT 1), a momento de la llegada del alimento
(ZT3) y cuatro horas posteriores al acceso al alimento (ZT7). (n=8 en cada uno de
los puntos). Se procedié a realizar la técnica de inmunohistocquimica contra la
proteina c-Fos, para poder evaluar de cantidad de neuronas que presentaron
inmunoreactividad a la proteina c-Fos (IR-Fos), utilizando un analizador de
imagenes digital. Dos horas previas a la llegada del alimento el PVT anterior tiene
una IR-Fos escasa (ZT1 17.67 + 2.63); justo a la llegada del alimento, la cantidad
de neuronas se incrementa de manera significativa estadisticamente (ZT3 26.33 +
2.49), y cuatro horas después de la llegada del alimento, la IR-Fos disminuye a las
cantidades basales (ZT7 17.67 + 2.00). Estos resultados ponen en evidencia la

participacion del PVT anterior en la sincronizacion que imponen los patrones de



restriccion al alimento. Por lo que entonces podemos ubicarlo como miembro del
circuito que se activa ante la sincronizacion no luminosa funcionando como un
modulador. Un &rea interesante para explorar en este campo seria la identificacién
de los diferentes neuropéptidos involucrados durante la sincronizacion no

luminosa, ademas de la participacion del NSQ durante esta sincronizacion.
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Ritmos biologicos.

Las variaciones ciclicas que ocurren en diferentes parametros fisioldgicos,
conductuales y bioquimicos de los organismos a intervalos de tiempo mas o
menos regulares, son denominados ritmos biol6gicos (Bunning, 1973).

Los ritmos bioldgicos se presentan en un amplio intervalo de frecuencias de
oscilacion, desde un ciclo por milisegundo a un ciclo por afio. Con base en esto
Enright, (1981), clasific6 de manera general a los ritmos biol6gicos de acuerdo a
su frecuencia, en ritmos ultradianos, que ocurren mas de una vez al dia; e
infradianos aquellos que tienen una frecuencia de mas de un dia. Por otra parte, el
ambiente geofisico también se caracteriza por la existencia de ciclos que se
derivan de movimientos de la tierra y la luna en relacion al sol, estos ciclos
ambientales o geofisicos son los dias, las mareas, las fases lunares y las
estaciones del afio. Cuando la frecuencia de un ritmo biologico se aproxima a la
frecuencia de un ciclo ambiental se le denomina con el prefijo griego “circa’
(Rusak y Zucker, 1975; Pittendrigh,1976), por lo tanto, a los ritmos biologicos
cercanos a 24 horas se les llama ritmos circadianos (Halberg, 1969).

Los ritmos circadianos, son uno de los rasgos mas caracteristicos de la
adaptacion de un organismo a su ambiente; en los mamiferos, representan un
importante proceso a través del cual, eventos del medio interno son organizados
en una secuencia temporal, que permite la adaptacion al medio externo (Rusak,
1979a; 1979b).

Una caracteristica importante de los ritmos diarios observados en distintos
organismos como las algas, moscas y humanos es que estos no solo responden a
cambios en el ambiente impuesto por las principales sefiales geofisicas, sino que
presentan un sistema interno capaz de medir el tiempo (Pittendrigh, 1960), este
sistema o reloj biolégico permite al organismo predecir y prepararse a los cambios
en el ambiente geofisico asociado con el dia y la noche (Turek y Van Cauter,
1994).

De acuerdo con Pittendrigh (1976), para llevar a cabo este papel adaptativo
los ritmos circadianos requieren que el sistema tenga dos caracteristicas

(Pittendrigh, 1976): 1) Capacidad de medir el tiempo biologico, es decir, que el
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ritmo circadiano sea generado enddégenamente y que este tenga un periodo
cercano a 24 horas; 2) Que pueda medir el tiempo geografico, es decir que bajo
condiciones ambientales el periodo del oscilador (oscilador centro generador de un
ritmo) se ajuste al periodo del ciclo ambiental, usualmente el ciclo luz-oscuridad
(L:O) que sirve como el agente sincronizador ambiental (Takahashi y Zatz, 1982;
Moore, 1983).

Para llevar acabo la medicién del tiempo bioldgico, el organismo requiere
de la presencia de un reloj biolégico. El término Reloj Biol6gico implica un
mecanismo fisiolégico capaz de imponer un orden temporal sobre un ritmo
biolégico; implica la capacidad del sistema para oscilar con un periodo regular, asi
como la capacidad de usar dichas oscilaciones como una referencia temporal
interna que permite una adecuada interaccion en el dominio temporal entre el
organismo y su ambiente (Richter, 1967; Stephan y Zucker 1972; Moore y Eichler,
1972)

C.S. Pittendrigh y J. Aschoff se refieren a reloj biolégico como estructuras
organicas que funcionarian como marcapasos (entidad localizable y funcional
capaz de generar oscilaciones autosostenidas y de acoplar los distintos ritmos)
capaces de imponer periodo y fase a los procesos organicos. Otros autores como
F. Halberg (1969), lo definen como el resultado de la interaccion de mdultiples
procesos fisioldgicos oscilatorios, en donde la participacion de estructuras
especificas se limita al ajuste de fase entre los diversos procesos (Figura 1)
(Aguilar-Roblero y Drucker-Colin 1987; Aguilar-Roblero, 1993).

El fundamento del origen enddgeno de la ritmicidad biologica se basa en el
hecho de que en condiciones tipicas de aislamiento de sefiales temporales, la
ritmicidad biologica persiste con una ligera pero significativa variaciéon en el
periodo que la caracteriza. Esta variacion de las 24 horas en el periodo de la
oscilacion indica que el ritmo observado no depende de fendmenos geofisicos
ciclicos sino que el ritmo que emerge es enddgeno (Aschoff, 1986).

Esta caracteristica esencial de los organismos de ser capaces de mantener

la expresion de los ritmos biolégicos aun en ausencia de sefiales ambientales
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periodicas es el fendmeno conocido como ritmo en Oscilacidon Espontanea (Free
Running) (Halberg, 1969).

Cronometria
Transmisién

Vias aferentes

Vias
aferenies

C)—

Receplor

Reloj Biolégico \ @

Efectores

Figura 1. Esquema que muestra los componentes del sistema circadiano. Se sefialan los procesos
gue actuan sobre los componentes de los mismos.

Componentes de un ritmo.

Tau (1) representa el periodo enddgeno del marcapaso (periodo: tiempo
requerido para completar un ciclo) (Menaker, 1969); y presenta pequeias
variaciones entre los individuos de una especie (variacion intraindividual) pero
presenta diferencias significativas con respecto a individuos de otras especies
(variacion intraespecifica), de tal forma que para cada especie podemos
determinar un periodo caracteristico, lo cual indica que t depende de la
informacion genética (Figura 2).

T, @ SU vez, estd compuesto por dos fracciones; un periodo de actividad

llamado alfa () y un periodo de reposo llamado rho (p), de modo que tau=alfa+rho

(t=0+p).
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La frecuencia es el numero de ciclos que tienen lugar por unidad de tiempo.
La fase es el valor que toma el fendbmeno en cada instante. La amplitud es la
magnitud de la variacion del fendmeno y se estima del valor maximo (cresta) al
valor minimo (valle) del ciclo (Figura 2).

En condiciones naturales el ambiente geofisico presenta diversas
variaciones ciclicas, por lo que la ritmicidad biol6gica no manifiesta su periodo en
oscilaciébn espontanea sino que presenta una estrecha relacién temporal con
estos, la cual se manifiesta en forma mas notable en el periodo de la ritmicidad

bioldgica y en su relacion de fase con los ciclos ambientales. A este fenOmeno se

le denomina Sincronizacion.

Retraso Adelanto
de fase Cresta de fase

-

Periodo

Figura 2. Componentes de un ritmo. Las lineas continua y discontinGa representan dos ritmos. El
adelanto de fase ocurre cuando, la fase se presenta de manera anticipada a lo esperado, por el
contrario, el retraso de fase resulta de la aparicion retardada de la fase.

La capacidad de los ritmos circadianos a ser sincronizados, se refiere a la

condicion en la cual el periodo (tau) y la fase (phi) del reloj biolégico se ajustan al

periodo (T) y la fase del estimulo ambiental externo.
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Una de las méas importantes funciones del sistema circadiano es asegurar
qgue las conductas y el medio interno se ajusten apropiadamente con respecto a
los eventos diarios en el ambiente, muchas especies adoptan un nicho temporal
que se complementa a su nicho espacial, de este modo los mamiferos pueden ser
nocturnos, diurnos o crepusculares, o bien, pueden confinar su actividad a tiempos
limitados, estas relaciones entre los ritmos circadianos y las sefales temporales
ambientales maximizan la supervivencia de cada especie a su mundo, dado que la
disposicion de alimento y la actividad de los predadores son también ciclicas
(DeCoursey y Buggy, 1989).

Estudios de aislamiento temporal riguroso sugirieron que soélo ciertas
variables ambientales son capaces de actuar como sefiales temporales, en 1951,
Aschoff acufié el término Zeitgeber del aleman "Indicador de tiempo", el cual
describe un ciclo ambiental periddico (Griffiths, 1986).

Para demostrar que la oscilacion de una variable ambiental actia como una
seflal temporal para el sistema circadiano debe presentar las siguientes
caracteristicas:

1. Que el periodo del ritmo en oscilaciébn espontanea sea el mismo antes y
después de ser expuesto a la sefial temporal.

2. Que el periodo del ritmo circadiano se ajuste al periodo del ciclo ambiental.

3. Que se establezca y se mantenga una relacion de fase estable entre el
ritmo y el zeitgeber.

4. Que cuando la sefal temporal sea removida, el ritmo inicie su oscilacion
espontanea en la fase determinada por el ciclo ambiental y no por el ritmo
previo a la sincronizacion.

5. Que el ajuste de tau solo sea posible dentro de ciertos limites de frecuencia
del periodo del zeitgeber (T), y que estos limites conformen el intervalo de
sincronizacion para el marcapaso circadiano (menos de 21 hrs. o mayor de
28 hrs.) y s6lo cuando el periodo de la sefial temporal se encuentre dentro
del intervalo de sincronizacion la sefial temporal podra ser efectiva
(Pittendrigh y Minis,1972; Pittendrigh y Calderola, 1973).
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Una relacion de fase estable entre el sincronizador y un ritmo circadiano es
dependiente del periodo del zeitgeber y del periodo enddgeno del reloj bioldgico
que transmiten el ritmo (Winfree, 1977). La relacibn de fase es definida en
términos de diferencia en tiempo (h) o en término de diferencia en angulo de fase
(grados) entre la referencia de fase de las dos oscilaciones. Una referencia de
fase puede ser el inicio de la luz en un ciclo luz-oscuridad o el inicio de la fraccion
de actividad (CT 12) en un ritmo en oscilacién espontanea.

Debido a la capacidad de sincronizacion, los ritmos circadianos en
oscilacion espontanea pueden mostrar adelantos o retrasos en su ocurrencia, los
cuales son inducidos por la estimulacion con pulsos de diversa indole. Dichos
avances y retrasos son llamados cambios de fase.

Un cambio de fase es el simple desplazamiento en la ocurrencia de una
oscilacion sin que ésta cambie sus caracteristicas de periodo y amplitud. Cuando
esto ocurre la fase del ritmo enddgeno se ajusta progresivamente perdiéndose asi
la relacion de fase constante entre ambos fendmenos, los ciclos durante los cuales
ocurre el ajuste de fase al nuevo estimulo se les denomina ciclos transitorios
(Pittendrigh y Dan, 1976).

La magnitud y direccion de los cambios de fase es dependiente del
momento en que se presenta el estimulo con respecto a la oscilacion en estudio,
su representacion gréafica se denomina Curva de Respuesta de Fase (PRC por sus
siglas en inglés). En dicha curva, cuando a un animal nocturno se le presentan
pulsos de luz al inicio del periodo de actividad (noche subjetiva temprana) se
observa un retraso de fase, si el estimulo se aplica al final del periodo de actividad
(noche subjetiva tardia) o al principio del dia subjetivo se observa un avance de
fase. Durante el resto de la fase de inactividad (dia subjetivo) los pulsos de luz no
tienen efectos y a esta region se le denomina zona muerta.

El descubrimiento de las caracteristicas de respuesta de fase del sistema
circadiano ha contribuido al conocimiento de como los ciclos luz-oscuridad (y otras
sefiales ambientales periddicas) sincronizan un marcapaso circadiano, es decir los
pulsos de luz son efectivos debido a que las transiciones luz-oscuridad y

oscuridad-luz observadas comunmente en el ciclo de iluminacibn ambiental son
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reconocidas por el organismo como una de las seflales ambientales mas
relevantes para sincronizar sus actividades a los ciclos ambientales. Ademas, el
efecto neto de avances y retrasos de fase son suficientes para reiniciar el periodo
enddgeno cada 24 horas y de este modo asegurar la sincronizacion del reloj

biolégico a un ciclo dia-noche de 24 horas (Pittendrigh, 1979).

Sincronizacion luminosa

Como ya se menciond, el sistema circadiano provee de informacion
temporal atil al organismo, mediante la cual el periodo y la fase de los diferentes
ritmos biolégicos pueden ajustarse a eventos ambientales relevantes.

Siendo la alborada y el ocaso del sol el indicador temporal mas significativo
y confiable de los cambios diarios en el ambiente, no es sorprendente que el ciclo
luz-oscuridad sirva como la principal sefial temporal responsable de la
sincronizacion del reloj circadiano; a este proceso se le denomina sincronizacion
luminosa. Esta respuesta enddgena se concentra en un nudcleo cerebral
especifico, encargado de mantener a todos los ritmos en armonia. En los
mamiferos, esta estructura esté confinada en el hipotdlamo, especificamente en el
nacleo supraquiasmatico (NSQ, Figura 3), ubicado debajo del tercer ventriculo,
sobre el quiasma Optico (Moore, 1983; Paxinos y Watson, 1998). Nota: en lo

sucesivo, haremos referencia como reloj bioldgico, al NSQ.

LA

NS
50

Culasma dptico

Figura 3. Ubicacién del NSQ. Las partes obscuras esquematizan al tercer ventriculo. LA: nlcleo
lateroanterior del hipotdlamo; NSQ, nucleo supraquiasmético; SO, supraoptico
Tomado de Paxinos y Watson, 1998.
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Sustrato neuroanatomico para la sincronizacion luminosa.

La informacién de tipo luminosa es transmitida al NSQ a través de tres
proyecciones distintas: 1) el tracto retinohipotalamico (TRH), 2) el tracto
geniculohipotalamico (TGH) y 3) proyecciones directas del nucleo del rafe. (Figura
4)

Ritmo de temperatura

NP Y .
Sccrccmn hormonal NS

—)r Secrecion de jugos gastricos |/\/

Retmd T HT§ Ritmo cardiaco
Ritmo respiratorio

Figura 4. Sincronizacion luminosa. TGH. Tracto geniculo hipotalmico. TRH. Tracto retino
hipotdlamico. HIG. Hojuela Intergenicular. NSQ. Ndcleo supraquiasmatico. NP-Y.
Neuronentido Y. 5-HT. Serotonina.

1) El tracto retinohipotalamico (TRH) es una proyeccién monosinaptica que
se origina de células ganglionares retinales, que termina en la region ventrolateral
del nucleo supraquiasmatico (Moore y Lenn, 1972; Johnson et al., 1988). Esta
proyeccion es inmunoreactiva al glutamato (Yannielli y Harrington, 2004). El corte
selectivo del TRH, elimina la capacidad de los organismos a sincronizarse al ciclo
luz-obscuridad (L:O) (Rusak y Zucker, 1975 ; Johnson et al., 1988)

2) El tracto geniculohipotalamico (TGH) es una proyeccion indirecta que se
origina de colaterales del TRH, el cual proyecta a neuronas retinorecipientes
localizadas en la hojuela intergeniculada (HIG) (Moore y Card, 1994), esta
proyeccién es inmunoreactiva al neuropéptido Y (NPY) (Card y Moore, 1982;
Harrington et al., 1987; Moore et al., 1994; Pickard, 1982)

3) Otras proyecciones que llegan al NSQ, son las provenientes del nucleo
rafe medial de neuronas inmunoreactivas a serotonina (Nojyo y Sano, 1978;
Azmitia y Segal, 1978). Tanto las proyecciones provenientes del rafe, como las de
la HIG, participan en el ajuste del inicio de la actividad de los ritmos circadianos en
el inicio de la oscuridad (Aguilar-Roblero et al., 2004).
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La predominancia de la sincronizacion luminosa como el sincronizador
primario del reloj circadiano es una clara adaptacién a la vida terrestre (Rea 1988);
sin embargo, otras ventajas biol6gicas pueden ser conferidas a un individuo si el
sistema circadiano es sensible a otras sefiales que provean de un estimado real

del tiempo externo.

Sincronizacion no luminosa.

En organismos unicelulares, factores como la disponibilidad de nutrientes y
la temperatura ambiental pueden influenciar la fase de los ritmos circadianos.
Estos estimulos son denominados estimulos no luminosos y pueden ser
categorizados como estimulos conductuales o farmacolégicos. De entre los
diferentes tipos de estimulos no luminosos que conforman estas categorias,
destacan los tratamientos farmacolégicos (Dawson y Armstrong, 1996), los
estimulos sociales (Mrosovsky, 1988), el estrés (Semba et al., 2001; Miyazaki et
al., 2001), la restriccién de alimento (Challet, 1997; Angeles-Castellanos, 2004) y
la comunicacion entre la madre y el producto en la vida fetal y neonatal; este
altimo de particular importancia para optimizar la funcion circadiana y sensibilizar
al neonato a los ambientes externos (Davids y Gorsky, 1985). Estas
manipulaciones, en su mayoria involucran un aumento en la actividad locomotora,
excitacion o estados correlacionados que son capaces de reiniciar (resetting) la
fase del reloj circadiano.

Experimentalmente se ha observado que si un estimulo de tipo no
luminoso, es aplicado durante el dia subjetivo es capaz de provocar un avance de
fase, pero si es aplicado durante la noche subjetiva pueden provocar retrasos de
fase (Yannielli y Harrington, 2004).

Mrosovsky, caracterizé a las relaciones sociales entre individuos del mismo
sexo como un sincronizador de tipo no luminoso, capaz de inducir un adelanto de

fase de la actividad locomotora, solo si el estimulo se presenta durante el dia
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subjetivo (Mrosovsky, 1988). Si los organismos son expuestos a estimulos
novedosos, como una rueda para correr durante la fase de reposo, se inducen
adelantos de fase (Janik y Mrosovsky, 1994; Mistberger, et al., 1996) en el ritmo
de actividad locomotora. Una respuesta similar se puede generar por la
administracion intraperitoneal de solucion salina en el inicio de la actividad
locomotora (Mead et al., 1992). La privacion de suefio, por su parte, también
produce adelantos de fase de gran magnitud (Miyazaki et al., 2001). La actividad
fisica también produce cambios en el periodo en roedores, y en humanos se
reporta que la fase de inicio del ritmo de temperatura corporal y de melatonina en
plasma cambian si se aplica un pulso de ejercicio a la mitad de la fase de reposo
(Miyazaki et al., 2001).

Los patrones de restriccion de alimento son considerados también como
estimulos no luminosos ya que su aplicacién a roedores induce un aumento en la
actividad locomotora (Challet, et al., 1997; Angeles-Castellanos et al., 2004).

Dado que los organismos requieren de suficiente energia para sobrevivir y
reproducirse, fuertes presiones de seleccién deben haber desarrollado diferentes
estrategias de alimentacion dependiendo los hébitos temporales del organismo.
En la naturaleza, las fuentes de alimento de los omnivoros y los carnivoros, estan
disponibles Unicamente durante algunas horas durante el dia o la noche y estas
son susceptibles de cambio dependiendo de las estaciones del afo. Para los
herbivoros, por ejemplo, las fuentes de alimento son constantes durante una etapa
del afio, aun asi, puede ser mas ventajoso alimentarse Unicamente en ciertos
momentos del dia, a pesar de la abundancia de alimento, con el fin de evitar a los
predadores. Por lo tanto, el tiempo de disponibilidad del alimento y el tiempo de
alimentacion, son factores importantes para la supervivencia de los organismos.
En el laboratorio se ha podido caracterizar la funcion del alimento como un
sincronizador no luminoso, imponiendo a los animales horarios de alimentacion
restringidos a unas pocas horas del dia. Este procedimiento genera un patron de
activacion locomotora desde dos a tres horas antes de la hora de alimentacion
conocido como actividad de anticipacion al alimento (AA) (Mistlberger, 1994). Esta

conducta se caracteriza por incremento de la actividad locomotora dirigida a la
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basqueda y adquisicion del alimento. Investigaciones de los efectos de la
restriccion diaria de alimento sobre procesos fisiologicos revelan que la
temperatura y los niveles de corticosterona sérica se elevan con anterioridad al

acceso al alimento (Krieger, 1979; Escobar et al., 1998).

Sustrato neuroanatdmico de la sincronizacion no luminosa.

Con respecto a los mecanismos fisioldgicos involucrados en este proceso,
se ha sugerido que participan cuatro de los sistemas de neurotransmision
involucrados en el sistema circadiano: 1) el sistema serotoninérgico proveniente
del nucleo del rafe; 2) el sistema inmunoreactivo a neuropeptido Y (NPY)
proveniente de la hojuela intergeniculada (HIG); 3) el sistema GABAérgico el cual
se encuentra presente en la mayoria de las neuronas del NSQ y de la HIG (las
proyecciones aferentes del ndcleo del rafe y de la HIG hacen sinapsis con
neuronas GABAérgicas en el NSQ) y 4) finalmente un sistema que implica sefiales
dopaminérgicas y melatoninérgicas, los cuales se han implicado de manera muy

importante en sujetos en la vida fetal y neonatal.

Hojuela Intergenicular (HIG)

Existen evidencias experimentales que sustentan la participacion de la HIG,
en la sincronizacion no luminosa. La lesion electrolitica de la HIG, elimina los
adelantos y retrasos de fase del ritmo de la actividad locomotora cuando son
expuestos a sincronizadores no luminosos (Johnson, et al., 1988; Meyer et al.,
1993; Janik y Mrosovsky 1994; Wickland y Turek, 1994; Challet et al., 1996;
Marchant y Mistberger, 1996; Nakamura, 1996). La estimulacion eléctrica induce
respuestas de fase muy similares a las observadas cuando se somete a los
sujetos a patrones de sincronizacion no luminosa (Knoch et al., 2004). La
administracion de NPY en el area del NSQ, genera una curva de respuesta de
fase muy parecida a la que se obtiene cuando se administra triazolam o patrones

de actividad locomotora forzada (Albers y Ferris, 1984; Biello, 1995; Nakamura
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1996). La administracion de un antisuero contra NPY en el area del NSQ, bloguea
los avances de fase inducidos por los estimulos no luminosos (Biello y Morosovsky
1995; 1996), lo cual sugiere que el NPY proveniente de la proyeccion de la HIG al
NSQ es el neurotransmisor que media la respuesta del reloj biolégico a estimulos
no luminosos.

Ademas, se ha observado que la administracion de sincronizadores no
luminosos genera la expresion de la proteina c-Fos en neuronas inmunoreactivas
a NPY localizadas en la HIG (Edelstein et al., 2003; Janik. y Mrosovsky, 1994; Joy
y Turek, 1992). Todo lo anterior sugiere que la HIG es una parte importante de las
estructuras reguladoras de las respuestas a estimulos no luminosos.

Muchas de las neuronas que originan el TGH, son inmunoreactivas a GABA
(Mantyh y Kemp, 1983; Card y Moore, 1984; Takatsuji y Tohyama, 1989), por lo
que seria de suponer que el GABA también podria estar involucrado en la
regulacion de los estimulos no luminosos. La administracion de muscinol, un
agonista GABAérgico, durante el dia subjetivo en el NSQ in vivo e in vitro induce
avances de fase, parecidos a los que se generan por sincronizadores no
luminosos. Estos avances de fase no son acompafiados de un incremento en la
actividad locomotora, lo que sugiere que el TRH, a través de la liberacion de
GABA en el NSQ, tiene una importante participacion en la sincronizacion del reloj
biolégico (Tominaga et al., 1992; Horika y Shibata, 2004).

Nucleo del Rafe.

Por otro lado, también se ha propuesto al nucleo del rafe como una
estructura involucrada en la regulacion de la sincronizacibn a estimulos no
luminosos.

La lesion de este nucleo en ratas provoca disminuciéon significativa de la
actividad locomotora, a pesar de que la organizacién temporal de esta conducta
no se ve alterada (Liddel y Morberg, 1977).

Otras evidencias apoyan la idea de que el nacleo del rafe participa en la

regulacion de las respuestas a estimulos no luminosos, a pesar de que los niveles
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de serotonina se encuentran altos durante la fase oscuridad (Glass et al., 2003;
Mendoza et al., 2004). Estas evidencias estan sustentadas en la administracion de
farmacos agonistas a la serotonina; por ejemplo, la administracién quipazina, al
NSQ, in vitro, genera una CRF muy similar a la CRF que se obtienen por la
administracion de sincronizadores no luminosos (Reebs y Morosovsky 1989). La
administracion intraperitoneal de quipazina e intracerebroventricular de 8-OH-
DPAT, otro agonista serotonérgico, durante el dia subjetivo, induce avances de
fase en el ritmo de actividad locomotora (Davids y Gorski, 1985; Mistlbergert et al.,
1991; Cutrera, et al., 1994; Turek et al., 1995; Bobrzynska et al., 1996; Hut et al.,
1999; Ehlen, et al., 2001; Gardini et al., 2005).

Finalmente la administracion intracerebroventricular de diazepam o de 8-
OH-DPAT al NSQ, durante la noche subjetiva, atenta las respuestas de fase
inducidas por la luz, asi como la expresion de la proteina c-Fos (Cutrera et al.,
1994; Horika y Shibata, 2004 ).

Por otra parte se ha reportado que el nacleo paraventricular talamico (PVT)
proyecta directamente al NSQ de la rata (Moga et al., 1995) y del ratén
(Abrahamson y Moore 2001) y que este también podria estar participando en la

regulacion de las respuestas de fase a estimulos no luminosos.

Nucleo paraventricular del talamo (PVT).
Anatomia.

El PVT se localiza en los llamados nacleos mediales del tAlamo, los cuales
estan compuestos por dos grupos de nucleos: el grupo dorsal, compuesto por los
nucleos; paraventricular, paratenial interanteromedia y el intermediodorsal (Figs. 5-
7). Y el grupo ventral, que esta compuesto por el nucleo romboide y reuniens

(Groenewegen y Berendse, 1994).
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PVT anterior

7, Nucleo
M Paratenial

Parecentral

Interaural 7.70 mm Bregma -1.30 mm

Figura 5 Ubicacion del PVT anterior. Las partes obscuras esquematizan al tercer ventriculo.
Tomado de Paxinos y Watson, 1998.

El PVT ocupa una delgada linea que se extiende por debajo de la capa
ependimal del tercer ventriculo (Uroz et al., 2004), es el elemento mas dorsal de
los nucleos médiales del talamo, se encuentra sobre el tercer ventriculo y tiene
una extension anteroposterior igual a la del tAlamo (Peng y Bentivoglio, 2004). En
la regidn anterior, el PVT esta rodeado lateralmente por el nucleo paratenial y por
el paracentral (Paxinos y Watson, 1998); ventralmente estd rodeado por el nacleo
central medial (Paxinos y Watson, 1998; Uroz et al., 2004). Mas posteriormente en
las regiones lateral y ventral esta rodeado por el nucleo mediodorsal y por los

nucleos central medial y parafascicular, respectivamente (Uroz et al., 2004).

PVT medial
Nicleo
medio
dorsal
Q (- Niicleo

parenteral

Nicleo Central

Medial

Interaural 7.12 mm Bregma -1.88 mm

Figura 6. Ubicacion del PVT medial. Las partes obscuras esquematizan al tercer ventriculo.
Tomado de Paxinos y Watson, 1998
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En humanos se ha reportado al PVT, carente de mielina y las neuronas que
lo componen son de tamafio pequefio a mediano midiendo 23-29 um de diametro
(Uroz et al., 2004).

PVT post

Nucleo medio dorsa

Nucleo intermedio
dorsal

0 of o A
Q

Interaural 6.70 mm Bregma -2.30 mm

Figura 7. Ubicacion del PVT posterior. Las partes obscuras esquematizan al tercer ventriculo.
Tomado de Paxinos y Watson, 1998

Utilizando técnicas de inmunohistoquimica con marcadores retrogrados y
anterogrados, se determiné que el PVT proyecta a diferentes areas cerebrales
(Cuadro 1), estas proyecciones estan organizadas topograficamente a lo largo del

eje antero-posterior y dorso-ventral.

De hecho, el PVT es considerado como uno de los principales efectores del
sistema circadiano (Salazar-Juarez, 2002), ya que tiene una estrecha relacién
anatomica con el NSQ (Chen y Su, 1990; Moga et al., 1995; Kawano et al., 2001),
siendo este el principal blanco de proyecciones extra-hipotalamicas del NSQ
(Cheny Su, 1990); ademas de que recibe proyecciones, en su region posterior, de
otros nucleos involucrados en la regulacion de los ritmos circadianos como es la
HIG (Moore y Card, 1994), y el nacleo del rafe (Chen y Su, 1990, Otake et al.,

2002), especificamente.
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CUADRO. 1
Aferencia | Eferencias Referencias.
(*) )
Diencefalo
Formacién v v *Su y Bentivoglio, 1990; Turner vy
hipocampal. Herkenham, 1991. **Chen y Su, 1990
Corteza infralimbica. v **QOtake et al., 2002.
Corteza medial frontal. v **Chen y Su, 1990
Corteza agranular v **QOtake et al., 2002
insular.
Sustancia innomita. v **Qtake et al., 2002
Nucleo reticular v *Moga et al., 1995
talamico.
Amigdala. v v *Turner y Herkenham, 1991, Freeedman
y Cassell, 1994; Van der werf et al.,
2002.**Chen y Su, 1990, Moga et al.,
1995, Otake et al., 2002
Corteza infralimbica. v *Otake y Nakamura, 1998; Van der werf
et al., 2002
Nucleos v *Van der werf et al., 2002
supramamilares
Nucleo dorsomedial v v *Van der werf et al., 2002; **Otake, 2005
del hipotalamo,
Ndcleo v v *Moga et al.,, 1995 **Chen y Su, 1990,
supraquiasmatico Moga et al., 1995, Novak et al.,, 2000;
Kawano et al., 2001; Leak y Moore, 2001;
Peng y Bentivoglio, 2004
Hipotalamo caudal v **Moga et al., 1995
Zona v **Novak et al.,2000
subparaventricular del
hipotalamo
Hojuela intergenicular v v * **Moga et al., 1995
Nucleo reticular v **Chen y Su, 1990
taldmico
Subiculum v v *Van der werf et al., 2002;
**Moga et al., 1995, Otake et al., 2002
Ndcleo del tracto v **QOtake et al., 2002
solitario
Cerebro anterior
Nucleo accumbens v v *Su y Bentivoglio, 1990; Freeedman vy
Cassell, 1994; Moga et al., 1995; Otake y
Nakamura, 1998; Bubser y Deutch, 1998;
Van der werf et al.,, 2002; Pinto et al.,
2003
**Chen y Su, 1990, Bubser y Deutch,
1998
Septum v v *Moga et al.,, 1995 **Chen y Su, 1990,
Moga et al., 1995, Otake et al., 2002
Nucleo cama de la v *Turner y Herkenham, 1991; Moga et al.,
estria terminalis 1995; Van der werf et al., 2002
Tubérculo olfatorio v *Moga et al., 1995
Corteza prefrontal v *Bubser y Deutch, 1998, Pinto et al., 2003
Caudado putamen v *Erro et al., 2002
Corteza piramidal v **Chen y Su, 1990
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Mesencéfalo

Corteza entorrinal

*VVan der werf et al., 2002

Claustrum v **Cheny Su, 1990
Tallo cerebral
Nucleo parabraquial v *Van der werf et al., 2002 **Krout y
Loewy, 2000b, Otake et al., 2002
Sustancia gris v *Krout y Loewy, 2000a. Krout y Loewy,
periacueductal 2000b. **Otake et al., 2002
Nucleo del rafe v **Chen y Su, 1990, Otake et al., 2002
Nucleo tegmental v **Chen y Su, 1990
Locus coeruleus v **Chen y Su, 1990
Super colliculus v **Krout et al., 2001

Cuadro 1. Resumen de aferencias y eferencias del PVT

Las proyecciones que recibe el NSQ desde el PVT se originan en su mayor

parte de la parte anterior; aunque también el PVT en su region posterior participa

con un pequefio numero de fibras, localizadas predominantemente a lo largo de la

superficie ventricular del NSQ, esta region del PVT es el sitio a donde llegan

principalmente las proyecciones provenientes del NSQ (Moga y Moore 1995).

Siendo considerada la proyecciéon del PVT al NSQ, como una de las pocas

proyecciones no visuales que inervan al NSQ.

Recientemente, Calvacante y cols., (2005), describieron la existencia de

una proyeccion de la retina al PVT en los monos titi (Callithrix jacchus); este

hallazgo es muy interesante ya que en los estudios neuroanatomicos de las

proyecciones aferentes y eferentes del PVT en roedores no se habia descrito una

proyeccion de la retina al PVT anterior.
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Figura 8. Esquema de aferencias y eferencias del PVT.
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El glutamato es el principal neurotransmisor de las neuronas del PVT
anterior, que proyectan al NSQ (Moga y Moore, 1995), sin embargo la
participacion de otras sustancias neuroactivas en esta proyeccion no ha sido
determinada aun (Cuadro 2) y es muy probable que otros neurotransmisores
también sean liberados en el NSQ. Ademas, el PVT presenta una alta densidad de
sitios de union a la melatonina (Ebling et al., 1992), que no presentan variaciones
diurnas a lo largo del fotoperiodo (Recio et al., 1996). Esta proyeccién ha sido

reportada tanto en especies diurnas como en nocturnas (Novak et al., 2000).
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Quimica del PVT.

Se han realizado mdltiples estudios inmunohistoquimicos para determinar la

naturaleza peptidica del PVT, lograndose establecer diferentes grupos de

neuronas con diferentes fenotipos (Ver cuadro 2).

Cuadro 2.
Péptido Procedencia Referencia
Colecistoquinina Nucleo Edinger-Westphal; Bentivoglio et al,, 1991; Otake,
(CCK). Tegmento mesopontino 2005
Nucleo rafe medular
Dopamina. Diencefalo Bentivoglio et al.,,, 1991 Van der
area ventral tegmental de la Werf et al., 2002
regién retrorubral
Serotonina. Nucleo del rafe Bentivoglio, 1991; Freedman vy
Cassell, 1994
Acetilcolenesterasa Locus coerulens Bentivoglio, 1991
(AChE).
Somatostatina. Hipotalamo Bentivoglio et al., 1991; Battaglia et
Sustancia P. al., 1991; Freedman y Cassell, 1994;

Otake, 2005

Colecistoquinina

Nucleo tuberomamilar

Van der Werf et al., 2002

(CCK).

Neuropeptido Y (NPY).

Aferencias

aminergicas.

Fibras de Hipotalamo Bentivoglio et al., 1991 Freedman y
neurotensina. Cassell, 1994

Histamina. Hipotalamo Bentivoglio et al., 1991.

Orexinas. Hipotalamo lateral Kirouac et al., 2005; Yoshida et al.,

Regioén perifornical.

2006

Vasopresina.
Peptido liberador de
gastrina (GRP).

NSQ

Novak et al., 2000

Noradrenergicos

Locus coeruleus
Nucleo del tracto solitario
Nucleos parabraquiales

Van der Werf et al., 2002

Bentivoglio et al., 1991

Nucleo blanco

Colecistoquinina
(CCK).

dorsal del hipotalamo
sustancia gris periacueductal
rafe dorsal

Otake, 2005

Cuadro 2. Resumen de los neuropéptidos hasta ahora reportados en el PVT.
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El PVT de roedores diurnos, como el Arvicanthis niloticus, presenta un ritmo
diurno en la expresion de la proteina c-Fos (Novak et al., 2000); en la mayor parte
del nucleo, la expresion de esta proteina es muy alta en el periodo de actividad de
este animal, presentando la mayor inmunoreactividad en ZT1, cuando el sujeto
inicia su vigilia; en cambio en el periodo de reposo (fase de luz) no se observa
inmunoreactividad alguna en el PVT. En el caso de los roedores nocturnos, la
expresion de la proteina Fos en el PVT, se incrementa durante la noche cuando
las ratas son activas y muestran menos episodios de suefio (Peng et al., 1995;
Novak y Nufiez 1998). Debido a este patron de expresion de inmunoreactivdiad a
la proteina c-Fos se sugiere la posibilidad de que el PVT esté relacionado con el
mantenimiento del inicio de la vigilia, pués la maxima expresion de la proteina c-
Fos se presenta al inicio del periodo de actividad y no a la mitad del mismo, en
estd parte del ciclo otras estructuras podrian ser las responsables del
mantenimiento de la vigilia en el resto del periodo de actividad (Novak et al.,
2000).

Recientemente se report6 una mayor induccién en la expresion de la
proteina c-Fos en el PVT posterior, después de que al animal se le sometié a 6
horas de privacion de suefio, lo cual confirma la participacion del PVT en la vigilia
(Semba et al., 2001).

La lesion electrolitica del PVT no impide la regresion testicular inducida por
fotoperiodos cortos en hamster (Ebling et al.,, 1992); la microinyeccion de
melatonina dentro del PVT no inhibe la maduracion gonadal, en las mismas dosis
que fueron efectivas cuando se administré en el NSQ (Badura y Goldman, 1992).
Esto sugiere que el PVT no es necesario para las respuestas gonadales inducidas
por fotoperiodos cortos y tampoco es necesario para la expresion de las
adaptaciones invernales en el hamster (Purvis y Duncan, 1997).

Por otra parte, hamsters con lesiones extensas del PVT, expresan ritmos
circadianos de actividad locomotora en oscuridad continua (O:0) y muestran la
misma velocidad de resincronizacion a un nuevo ciclo luz-oscuridad que sujetos

intactos (Ebling et al., 1992). En ratas enucleadas, la lesion del PVT modifica la
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ritmicidad circadiana, incrementando el periodo en oscilacion espontanea y
concentrando la actividad locomotora dentro de la noche subjetiva tardia (Moga y
Moore, 2000); esto sugiere que el PVT aunque no es esencial para la expresion
circadiana en hamster y rata, podria ser parte integral del sistema circadiano que
puede estar interviniendo en la regulacion o modulacién de los diferentes procesos
del mismo.

Como una primera aproximacion a describir la participacion del PVT en el
sistema circadiano, recientemente se reportd que la lesion del PVT anterior altera
las respuestas de fase del reloj biolégico en respuesta a pulsos de luz aplicados
en la noche subjetiva tardia (CT 23). Esta alteracién en la respuesta de fase, fue
dependiente de la region del PVT que se lesionaba, siendo los mayores efectos
cuando se lesionaba el PVT anterior (Salazar-Juarez et al., 2002). Cuando se
lesionaba la regién medial-posterior del PVT y se aplicaba un pulso de luz (400
lux, 60 min.) en la noche subjetiva tardia se observaban avances de fase similares
a los del grupo control. En cambio cuando se lesionaba la region anterior del PVT
y se aplicaban pulsos de luz con la misma duracién e intensidad se obtenian
retrasos de fase de una magnitud similar a cuando se estimulaba en la noche
subjetiva temprana (CT 12), en vez de los esperados adelantos de fase. Esto
sugiere que el PVT participa importantemente en la regulacion de las respuestas
de fase del NSQ a la luz, de manera diferente a como las modula la HIG o el NRM.

Por otro lado, la lesiébn del PVT anterior aumenta la velocidad de
sincronizacion a un ciclo L:O 12:12, aumenta la velocidad de resincronizacion a un
retraso de 6 horas en el inicio del fotoperiddo, induce un aumento en la velocidad
de sincronizacion del ritmo de ingesta de agua a un fotoperiodo esqueleto y altera
el angulo de fase en condiciones de sincronizacion a un ciclo L:O, presentando
constantes retrasos y adelantos en la relacion entre el inicio de la actividad y el
inicio de la oscuridad (datos no publicados, Salazar-Juérez, 2002).

La estimulacion eléctrica y quimica del PVT, mediante inyecciones
intracerebrales de glutamato produce cambios de fase similares a los observados
seguidos de pulsos de luz o debidos a la estimulacion eléctrica del NSQ (Salazar-
Juérez et al., 2002).
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Se ha logrado establecer que en el NSQ, existe una poblacién de neuronas
gue responde ante los estimulos provenientes desde el PVT y otra que responde
ante los estimulos de tipo luminoso.

Estos datos en conjunto sugieren fuertemente que el PVT es un
componente integral de la circuiteria neural que media el efecto de la luz sobre el
sistema circadiano en la rata; participando principalmente en la modulacién de las
respuestas del reloj biolégico a la luz y en el proceso de resincronizacion. Sin
embargo la participacion del PVT en las respuestas del reloj biolégico a estimulos
no luminosos no ha sido determinada.

Dentro de las sefiales de tipo no luminosa en la que el PVT podria estar
directamente involucrado se encuentran los patrones de restriccion de acceso al
alimento. Por un lado, por que el PVT recibe proyecciones de areas del sistema
nervioso central involucradas en la regulacion de la ingestion del alimento; y por
otro, por que este paradigma experimental es capaz de inducir la expresion de la
proteina Fos, (IR-Fos) en diferentes areas del cerebro, principalmente en el
hipotalamo, directamente involucradas en la regulacién de la ingesta del alimento.

La restriccion de 22 horas de alimento induce la expresién de la proteina c-
Fos en el nucleo dorsomedial (DMH), el hipotadlamo lateral (LH), el area perifornical
(PeF), el nacleo tuberomamilar (TM), y el ndcleo paraventricular hipotalamico
(PVN) (Angeles-Castellanos et al., 2004). Con base en este trabajo se pudo
determinar que algunos de los ndcleos que componen al hipotdlamo son sensibles
a la sincronizacion por el alimento. Mientras que algunos otros no tiene esa
capacidad como lo son: el ndcleo ventromedial (VMH) y el ndcleo

supraquiasmatico (NSQ, Challet et al., 1997, Angeles-Castellanos et al., 2004).
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Planteamiento del problema.

Se han desarrollado multiples investigaciones encaminadas a determinar
las areas cerebrales encargadas de regular la sincronizacién del reloj biolégico a
estimulos no luminosos. La participacibn de estas éareas cerebrales en la
sincronizacion no luminosa esta sustentada en estudios clasicos de lesion
electrolitica y de estimulacion quimica y eléctrica. Con base en estas evidencias
se ha caracterizado la participacion de la HIG (Johnson, et al., 1988; Meyer et
al.,1993; Janik y Mrosovsky 1994; Wickland y Turek, 1994; Challet et al., 1996) y
del ndcleo del rafe (Kam y. Moberg, 1977) como estructuras integrantes del
sistema circadiano, que podrian estar regulando las respuestas del reloj biolégico
a estimulos no luminosos.

Estudios recientes proponen la participacion del PVT anterior como una
estructura neural que regula las respuestas del reloj biolégico a la luz. Ya que la
lesion electrolitica de esta estructura altera las respuestas de fase a pulsos de luz
aplicados en la noche subjetiva tardia (CT 23, Salazar-Juarez et al., 2002), esto
sugiere que el PVT a pesar de que no recibe proyecciones directas de la retina,
podria procesar informacion luminosa importante para el reloj biolégico,
funcionando como una especie de interfase entre las sefiales ambientales
periodicas externas y el reloj biolégico. Con base en sus relaciones anatomicas
con otras estructuras neurales (Moga et al., 1995) se ha sugerido que el PVT
anterior también podria integrar informacién no luminosa. Esta podria ser de
origen visceral, ya que este nucleo recibe proyecciones de nudcleos del tallo
cerebral y del hipotdlamo involucrados directamente en la regulacion de la
ingestion de alimento (Chen y Su, 1990; Krout y Loewy, 2000b; Van der werf et al.,
2002; Otake et al., 2002).

Un modelo muy utilizado para estudiar la respuesta del sistema circadiano
al alimento como un estimulo sincronizador no luminoso son los patrones de
restriccion al alimento (Stephans, 1997). Este procedimiento genera actividad de
anticipaciéon al alimento (AA). Ademéas también se ha reportado que este
paradigma genera un patron de sincronizacion de la actividad locomotora, el cual

se ajusta al periodo y fase del sincronizador (Mistlberger, 1994).



Planteamiento del problema.

Siendo los patrones de alimentacion una sefial considerada dentro del
grupo de sefales no luminosas y dado que el PVT, por un lado, muestra una
relacion anatémica cercana con componentes estructurales del sistema circadiano
como el reloj biologico, la HIG y el ndcleo de rafe (estructuras neurales
involucradas en la sincronizacion a estimulos no luminosos) y por otro lado recibe
proyecciones de nucleos relevantes en la regulacion de la ingestién de alimento,
ubicados en el hipotalamo, entonces seria muy importante determinar si un
estimulo no luminoso como los patrones de alimentacion podrian generar la
activacion de las neuronas del PVT anterior.

Considerando que la participacién del PVT anterior en el sistema circadiano
es similar a una interfase, procesando y filtrando informacién para después
enviarla al reloj biolégico y posteriormente ordenar topograficamente a los
efectores del reloj bioldgico, la realizacion de este trabajo nos permitiria determinar
si el PVT anterior ademas de procesar informacion de tipo luminosa también

procesa informacion de tipo no luminosa con el fin de ser enviada al reloj biologico.
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Hipotesis.

El PVT recibe proyecciones de algunos nucleos involucrados con estimulos
de tipo no luminosos, como el rafe (Chen y Su, 1990, Otake et al., 2002) y la HIG
(Moga et al.,, 1995,); ademas recibe proyecciones de algunos nucleos
relacionados con la ingesta del alimento. Debido a que los patrones de restricciéon
de alimento estan considerados como un sincronizador no luminoso, entonces la
imposicion de patrones de restriccion del alimento induciria la activacién de las
neuronas del PVT anterior visto como un aumento en la expresion de la proteina

c-Fos.



Objetivos

Objetivo General.

v' Determinar el papel del nicleo paraventricular talamico anterior (PVT) sobre

el proceso de sincronizacion que imponen los patrones de restriccion de

alimento.

Objetivos Especificos.

v

Caracterizar si existe un incremento en la inmunoreactividad a la proteina c-
Fos en el PVT anterior bajo un paradigma de sincronizacion no luminosa
impuesta por los patrones de restriccion de alimento.

Caracterizar el patron temporal de inmunoreactividad de la proteina c-Fos del
NSQ de sujetos expuestos a un sincronizador de tipo no luminoso (alimento).

Utilizar al PVN como un control positivo, debido a que existe una
caracterizacion de la activacion neural ante paradigmas de sincronizacion

similares a las utilizadas en esta investigacion.



Material y método

Método.
Animales.

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar, obtenidas del bioterio general
de la Facultad de Medicina de la UNAM; con un peso al inicio del experimento de
180-250 gramos. Se mantuvieron bajo un ciclo luz-oscuridad 12:12 (al inicio de la
fase de luz, por convencion, se le denomina ZT=0, que en nuestro experimento fue
definida como las 7:00 hrs), en grupos de 4 animales, con acceso libre al agua y
alimento (Chow Purina 5001).

ZT1 ZT3 ZT7
| T
ZTO . ZT 12 ZTO
Ratas
/ macho \
Control. n=8 Patrones de restriccion
Alimento Ad libitum de alimento n=8.

Alimento solo por 2 hrs.
\ Sacrificio /

ZT1, ZT3y ZT7

Técnica
inmunohistoquimica
contra la proteina c-Fos

l

Conteo celular
PVN, PVTy
NSQ

Figura 9. Diagrama de flujo del método. Las fechas indican los puntos temporles de
sacrificio. La barra gris muestra el tiempo de acceso al alimento (2 hrs.)




Material y método

Disefio experimental.

Transcurrida una semana de adaptacion a las condiciones ambientales del
bioterio, los animales se dividieron en dos grupos experimentales, de 8 animales
cada uno. El grupo control, tuvo acceso al alimento de forma continua durante
todo el experimento. En cambio, el grupo con restriccion de alimento, tuvo acceso
al alimento solo por dos horas al dia, de ZT3 a ZT5 (10 a 12 hrs.). La duracién del
tratamiento para ambos grupos fue de tres semanas, similar a la usada en otros
estudios (Angeles-Castellanos et al., 2002). Una vez transcurridas las tres
semanas de tratamiento, los sujetos fueron sacrificados en diferentes puntos
temporales: ZT1, ZT3 y ZT7. Se extrajeron los cerebros y se procesaron para las

diferentes técnicas histoldgicas.

Histologia.

Con el fin de evaluar si el PVT anterior tiende a incrementar su actividad
neuronal ante la estimulacién con un sincronizador no luminoso, se procedié a
evaluar el nimero de neuronas inmunoreactivas a la proteina c-Fos dentro de la
region anterior del PVT y en distintos ndcleos cerebrales, previo, durante y

posterior a la estimulacién con el sincronizador no luminoso (alimento).

Las ratas fueron sacrificadas mediante una sobredosis de pentobarbital
sédico, 2 ml. ip (65 mg/ml), para posteriormente perfundirlos transcardiacamente
con 250 ml. de solucion salina (0.9%) seguido por 250 ml. de fijador de Zamboni
(paraformaldehido al 4%, acido picrico saturado al 0.2% disueltos en buffer de
fosfato (PB) 0.1M pH 7.2).

Los cerebros fueron extraidos y se colocaron en el mismo fijador por 24
horas, posteriormente, se sumergieron en sacarosa al 30% por lo menos 48 horas
para su crioproteccion.

Se realizaron cortes coronales que contuviesen el PVT en su totalidad, de
40um cada uno, a —18°C, en serie de cuatro. Los cortes fueron colocados en
buffer de fosfatos salino 0.1M (PBS) y mantenidos a 4°C, hasta su procesamiento

histoldgico.
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Inmunohistoquimica contra la proteina c-Fos

Los cortes procesador con la técnica de inmunohistoquimica contra la
proteina c-Fos, se colocaron en H,O, al 3% por 40 min., seguido de tres lavados
de PBS de 10 min. cada uno. Al finalizar los lavados, los cortes se incubaron con
el anticuerpo primario anti c-Fos (conejo anti-Fos, Laboratorios Santa Cruz) en una
dilucion 1:2000 en PBS, con suero de cabra al 1% y Triton X-100 al 10% (PBSGT),
por 48 hrs a 4°C. Al finalizar la incubacién, los cortes se lavaron tres veces en PBS
(10 min. cada lavado); después los cortes fueron incubados en el anticuerpo
secundario biotinilado (cabra anti-conejo; Laboratorios Vector) en una dilucién de
1:200, en PBSGT por dos horas, a temperatura ambiente, seguido de tres lavados
de PBS de 10 min. cada uno. Al terminar la incubacion con el anticuerpo
secundario se procedio a incubar los cortes en el complejo Avidina-Biotina (0.9%
de cada una de las soluciones, Laboratorios Vector) diluido en PBSGT, a
temperatura ambiente por dos horas; los cortes, posteriormente, se lavaron con
PBS en tres ocasiones cada una de ellas con una duracion de 10 min.

Finalmente, con el fin de hacer visible la expresién de la proteina Fos, los
cortes se incubaron en una solucién que contenia 10 mg de diaminobencidina
(DAB) disuelta en 25 ml de PBS, 250ul de NiSO4 al 3% y 5ul de H,O, al 30%,
durante 10 minutos, al finalizar se procedio a realizar tres lavados en PBS de 10
minutos cada uno.

Los cortes se colocaron en portaobjetos gelatinizados siguiendo un orden
antero-posterior, se deshidrataron en alcoholes graduales, se aclararon en xileno y

se cubrieron con Permount y un cubreobjetos.

Tincion de Nissl.

La serie de cortes adyacentes al utlizado para la técnica de
inmunohistoquimica contra la proteina c-Fos, se utilizé para realizar la tincién por
el método de Nissl. Los cortes se colocaron en portaobjetos gelatinizados en una
disposicion antero posterior, se dejaron secar por 3 dias, para permitir su adhesion

permanente al portaobjetos. Transcurrido este tiempo, los cortes se hidrataron en
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agua destilada, y se sigui6 un tren de tincion: alcohol 70%, violeta de cresilo al 2%
disuelta en alcohol 70% (2 min.), alcohol 70%, alcohol 96%, alcohol 100%, xileno,
(10 min. en cada uno de los cambios) y se cubrieron con Permount y un

cubreobjetos.

Conteo celular.

Se procedid a contabilizar el nUmero de neuronas inmunoreactivas a la
proteina c-Fos en el PVT anterior (Interaural 7.40 mm); el NSQ (Interaural 7.70
mm) y el nucleo paraventricular del hipotdlamo (PVN) (Interaural 7.20 mm). Las
imagenes de los cortes tefiidos con la técnica de Nissl, fueron utilizadas para

delimitar las areas correspondientes a cada uno de los nucleos (Figura 10)

[ ] Area de conteo celular

Nucleo
Paraventricular
del hipotalamo

PVT anterior
3er
ventriculo
Nucleo i
Paratenial Nucleo

supraquiasmatico

Quiasma
Optico

Parecentral

Bregma -1.30 Bregma -1.40

Figura 10. Areas de conteo celular.

Las é&reas cerebrales de interés fueron determinadas mediante un
microscopio optico (Leica, MPS 30) a un aumento de 240x. Posteriormente se
procedié a digitalizar las imagenes mediante un analizador de imagenes (Leica
Qwin version 2.6.0.), el cual estaba acoplado al microscopio. Cada imagen
digitalizada representaba una sola de las regiones de interés mencionadas
anteriormente. Al centro de cada una de las imagenes digitalizadas se colocé un
rectangulo de 110um x 85um, al centro de la imagen y sélo las marcas dentro del
rectangulo fueron consideradas para el conteo. Para evitar los falsos positivos en

el conteo celular, se determind el nivel de gris basal de cada imagen. Para esto
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fueron promediados el valor de gris de 10 puntos seleccionados al azar dentro del
rectdngulo de andlisis. Posteriormente se selecciond cada una de las marcas que

tuviesen un valor de gris mayor que el valor promedio basal.

Andlisis estadistico.

Los datos fueron representados como promedios + error estandar. Con el
fin de determinar diferencias entre los diferentes grupos se realizé un Analisis de
Varianza (ANOVA) de dos vias seguido por una prueba post hoc LSD o Tukey.



Resultados

Resultados.

En la figura 11 se muestran cortes coronales representativos de la region
anterior del PVT de los sujetos control (A-D) y de los sujetos expuestos al
sincronizador no luminoso (E-H) sacrificados en tres diferentes puntos temporales
ZT1,ZT3y ZT7.

Los sujetos del grupo control, en la regién anterior del PVT, muestran, una
expresion de la proteina c-Fos muy escasa. El numero promedio de neuronas
inmunoreactivas a la proteina c-Fos, es similar en los diferentes puntos temporales
analizados (ZT 1 19.42 + 1.80; ZT 7 17.17 = 3.66). Lo cual sugiere que las
condiciones experimentales (iluminacion, sonido, temperatura, etc) y el manejo de

los animales no indujeron la expresion de la proteina c-Fos en esta region.

En cambio, los sujetos del grupo expuesto al sincronizador no luminoso,
muestran un aumento en la expresion de la proteina c-Fos justo a la llegada del
sincronizador no luminoso (ZT 3 26.33 £ 2.49) en comparacion al niumero de
neuronas que expresan a la proteina c-Fos dos horas antes (ZT 1 17.67 £ 2.63) y
cuatro horas después (ZT 7 17.67 = 2.00) de la llegada del sincronizador.

La ANOVA de una via reveld diferencias significativas entre los grupos
experimentales y el tiempo (Control-F=(1.22)=0.71 p>0.04). (Figura 12). La prueba
post hoc no mostré diferencias significativas entre el numero de neuronas
inmunoreactivas a la proteina c-Fos entre ZT 1y ZT 3 en los sujetos del grupo
control (Tukey Test NS p<0.40). En cambio, la ANOVA de una via (Estimulado-F
=(1.22)=5.74 p>0.025), en los sujetos expuestos al sincronizador, la prueba de
Tukey revel6 diferencias significativas en el nUmero de neuronas inmunopositivas
a c-Fos en ZT 1 con respecto al nimero de neuronas IR-Fos expresadas en ZT 3
(Tukey Test p<0.025), esto sugiere que la aplicacion del sincronizador generé un
aumento significativo en el numero de neuronas IR-Fos en la regién anterior del
PVT, lo cual lo involucra en la regulacion de las respuestas a estimulos no

luminosos.
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Figura 11. Cortes histoldgicos representativos del PYT anterior con un grosor de 40pm. En el panel superior (&-C) se muestran los cotes
perenecientes al grupo control, el ndmero de nedronas gue presentan IR-Fos, flechas) es muy similar en ZT1, ZT3 ¥ ZT7. En el inferiar (D-F), se
tnuestran los cortes pertenecientes al gnpo expuesto &l sincronizador, el ndmero de neuronas con IR-Fos, se muestra elevado a la llegada del

sincronizadarr T3, mientras que en ZT1 v ZT7 la cantidad de neuronas con IR-Fos se encuentra disminuida.
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Con el fin de descartar que el aumento en el nimero de neuronas inmunoreactivas
a la proteina c-Fos fuera debido a la participacién de otros factores durante la
experimentacion y no al alimento, se decidié evaluar un tercer punto temporal,

cuatro horas posteriores a la llegada del alimento (ZT7), (Figura 12).

PVT Anterior

40 7 mmmm control

[ Sincronizado
* K%

30 -

20 4

10 4

NUumero de neuronas / IR-Fos

ZT 1 7T 3 ZT7
Zeitgeber Time

Figura 13. Representacion gréafica de la cuantificacidon de neuronas con IR-Fos en el PVT
anterior. Las barras obscuras representan el grupo control, muestran un nimero de neuronas
con IR-Fos muy similar en los tres ZT analizados, por lo que la prueba estadistica no mostr6
diferencias significativa. Las barras claras representan al grupo expuesto al sincronizador no
luminoso, este muestra un evidente incremento en el nimero de neuronas con IR-Fos justo a la
llegada del sincronizador, mientras que en ZT1 y ZT7, la cantidad de neuronas se encuentra
claramente disminuida en comparaciéon con ZT3. Esta diferencia es estadisticamente
significativa (Tukey Test p>0.03). Los datos se encuentran representados como promedios *
error estandar

Como sucedid en los dos puntos anteriores, ZT 1y ZT 3, durante ZT 7 los
sujetos del grupo control, mostraron un numero de neuronas con IR-Fos muy

escaso. La prueba post hoc no encontré diferencias significativas (Tukey Test NS
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p<0.80) en el numero de neuronas IR-Fos mostradas durante ZT1, ZT 3y ZT 7
(ZT119.42+1.80; ZT 317.00 £ 2.22; ZT 7 17.17 * 3.66).

Mientras que los sujetos del grupo expuesto al sincronizador no luminoso,
no mostraron un aumento en el nimero de neuronas inmunoreactivas a la proteina
c-Fos durante ZT 7. La ANOVA de una via encontré diferencias significativas entre
los grupos y tiempos (F (2,33)=4.40 p>0.002, Tukey Test p>0.03). La prueba post
hoc no encontro diferencias significativas entre el nimero de neuronas IR-Fos en
ZT 1y ZT 7 (ZT 1 17.67 + 2.63; ZT 7 17.67 + 2.00) (Tukey Test NS p<1.0), sin
embargo reveld diferencias en el nimero de neuronas inmunopositivas a la
proteina c-Fos entre ZT 3y ZT 7 (ZT 3 26.33 + 2.49; ZT 7 17.17 £ 3.66) (Tukey
Test p<0.03), lo cual sugiere que el aumento en el niumero de neuronas con IR-
Fos, previo a la llegada del sincronizador (en ZT 3) es totalmente atribuido al
sincronizador no luminoso y no a otras variables no controladas, que pudiesen

haber sometido a situaciones de estrés a los animales.

Con el fin determinar si el sincronizador no luminoso (alimento) era capaz
de alterar el ritmo diurno de expresion de la proteina c-Fos en las células del NSQ,
se procedié a analizar cortes coronales que contenian al NSQ en los tres
diferentes puntos temporales. En la figura 13 se pueden observar microfotografias
de dichos corte. Los cuales muestran células IR-Fos de sujetos control y
expuestos al sincronizador no luminoso en ZT1, ZT3y ZT7.

Los sujetos del grupo control muestran un aumento gradual en la expresion
de la proteina c-Fos llegando a su maxima expresion alrededor de ZT 2 (datos no
mostrados), el nimero de células IR-Fos disminuye lentamente hasta el punto de
observar pocas neuronas IR-Fos en ZT 7. (ZT1 34.67 + 9.42; ZT3 10.50 + 4.18
ZT7 11.00 £ 1.00).

La ANOVA de una via demostrd diferencias significativas entre los grupos
control (F=(2,15)3.52 p>0.055, LSD Test p> 0.01) (Figura 14). La prueba LSD post
hoc reveld diferencias significativas entre el numero de células IR-Fos mostradas
en ZT 1 con respecto al numero de células inmunopositivas a la proteina Fos en
ZT 3 (LSD Test p<0.03) y ZT 7 (ZT1 34.67 £9.42; vs ZT3 10.50 + 4.18 ZT7 11.00
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Figura 13. Cortes histologicos representativos del NSQ . En os cortes provenientes de grupo control (&, B, ), se puede observar una cantidad

de neuronas variable con IR-Fos, en los tres ZT, mostrando una mayor cantidad en ZT1, para después disminuir. El grupo expuesto al

sincronizador no luminoso (O, E, FY presenta un evidente incretmento en el ndmero de nedronas IR-Fos en ZT 3, justo al momento de la legada del
sincronizadaor, para disminuir en ZT7. Las flechas sefialan neuronas con IB-Fos.
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+ 1.00). (LSD Test p<0.03), sin embargo no se encontraron diferencias
significativas (NS LSD Test p< 0.96) entre el nimero de células IR-Fos mostradas
en ZT3 con respecto a las neuronas IR-Fos en ZT 7 (ZT 3 10.50 + 4.18, vs ZT 7
11.00 £ 1.00). El hecho de encontrar diferencias significativas entre el nimero de
células IR-Fos mostradas en ZT 1 con respecto a los otros dos puntos temporales
puede deberse al efecto de la luz sobre la expresion de la proteina c-Fos (ritmo

diurno) y no a situaciones de stress.
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Figura 14. Representacion grafica de la cuantificacion de neuronas con IR-Fos en el
NSQ. Las barras obscuras muestran al grupo control, donde se muestra un ritmo diurno de
IR-Fos, elevado al inicio del dia, para disminuir a lo largo del dia. En las barras claras se
muestra el grupo expuesto al sincronizador, este muestra un elevado nimero de neuronas
con IR-Fos, previas a la llegada del sincronizador no luminoso, para después disminuir de
manera importante. La diferencia entre los ZT previo y posterior a la llegada del
sincronizador es estadisticamente significativa. * (LSD Test p> 0.03); **(LSD Test p>0.03) .
+(Tukey Test p< 0.021) Los datos se encuentran representados como promedios * el error
estandar.
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Figura 15. Cortes histologicos representativos del PYN. Se muestran cortes provenientes del grupo contral (&, B, C), en los tres ZT, la
cantidad de neuronas es similar. O, E v F muestran cofes pefenecientes al grupo expuesto al sincronizadar no luminoso, en ZT1 v 277, 1a
cantidad de nedronas es escasa, mientras gue justo a la llegada del sincronizador ho luminoso, se hcrementa de manera considerable.
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Con respecto a los sujetos del grupo expuesto al sincronizador no luminoso,
se observa un aumento gradual, en el numero de células IR-Fos, enZT 1, (ZT 1
55.33 + 3.33) el nimero de células IR=Fos es similar al mostrado por el grupo
control. Sin embargo justo a la llegada del estimulo no luminoso el niamero de
células IR-Fos (ZT 3 84.00 + 15.43;) aumenta, posteriormente el nimero de
neuronas IR Fos disminuye (ZT 7 29.6 + 2.75).

La ANOVA de una via demostré diferencias significativas entre los grupos
experimentales (F=(2,15) 4.62 p>0.02, Tukey Test p>0.01). La prueba post hoc
reveld diferencias significativas entre el numero de células IR-Fos mostradas en
ZT 3 con respecto al nimero de neuronas inmunopositivas a c-Fos mostradas en
ZT 7 (Tukey Test p< 0.021). Sin embargo, no encontro diferencias significativas en
el nimero de neuronas IR a c-Fos en ZT 1 con respecto al nimero de neuronas
mostradas en ZT7 (Tukey Test NS -p<0.34). Lo cual sugiere que el aumento en el
namero de células IR Fos observado por el grupo expuesto al sincronizador no

luminoso se deben al efecto generado por la llegada del sincronizador.

De manera paralela, se cont6 la inmunoreactividad de la proteina c-Fos en
el nacleo paraventricular del hipotalamo (PVN), ya que se cuenta con la referencia
de la curva que esta describe, en animales sometidos a un paradigma de
sincronizacion similar al que se utilizé6 en este experimento (Angeles-Castellanos
et al., 2004). En la figura 15, se muestran cortes histoldgicos representativos del
PVN, en el grupo control, la expresion de la proteina c-Fos se muestra escasa en
todos los ZT. (ZT1 18.00 + 8.37; ZT3 17.00 + 1.42; ZT7 19.67 + 0.85). En los
cortes pertenecientes al grupo expuesto al sincronizador no luminoso, se muestra
un claro incremento en la cantidad de neuronas IR-Fos a la llegada del
sincronizador no luminoso, (ZT1 25.67 + 10.27; ZT3 38.60 £ 9.48; ZT7 22.20 £
2.92), mostrando la maxima cantidad de neuronas IR-Fos, en ZT 5, justo al

finalizar el acceso al alimento (datos no mostrados).

La ANOVA de una via demostré que hay diferencias significativas entre los
grupos experimentales (F(5,30) N.S: p>0.001). Lo mismo sucedio con la prueba

post hoc, demostro diferencias significativas en ZT3 entre los grupos (Tukey Test
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p>0.01) (ZT3 17.00 + 1.42 vs. ZT3 38.60 + 9.48). Lo que sugiere que la

inmuroeactividad observada es provocada, de manera exclusiva, por el la llegada

de alimento.

NUmero de Células/IR FOS

PVN
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1 Sincronizado *

50 4

40 A
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ZT 1 ZT 3 ZT 7
Zeitgeber Time

Figura 16 Representacion gréafica de la cuantificacion de neuronas con IR-Fos en el
PVN. El grupo control se muestra en las barras obscuras, mostrando una cantidad de
neuronas IR-Fos, muy parecida en los tres ZT, analizados. Las barras claras muestran al
grupo expuesto al sincronizador no luminoso, este muestra un niumero de neuronas elevado
previo a la llegada del sincronizador, para después disminuir de manera considerable. (Tukey
test p>0.01) Los datos se encuentran representados como promedios + el error estandar.
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Discusién.

Los resultados mencionados demostraron que una sefial periddica de alimentacion
es capaz de inducir la sincronizacion de la actividad neuronal en nucleos
involucrados en la regulacion de los ritmos biologicos. ElI hecho de que justo a la
llegada del alimento el nUmero de neuronas inmunoreactivas a la proteina c-Fos,
localizadas en el PVT anterior y en el NSQ, se incrementen, sugiere que el patrén
de alimentacion esta sincronizando la actividad de las células localizadas en estos
nucleos. Una respuesta similar se ha logrado establecer en otros nicleos como la
HIG (Challet et al., 1997) y el rafe dorsal y medial (Takase y Nogueira, 2008), de
sujetos sometidos a un paradigma de sincronizacién no luminosa similar a la
utiizada en esta investigacion. La evidencia de que las neuronas del PVT
incrementen su actividad ante el sincronizador no luminoso, sugiere su

participacion dentro del sistema circadiano.

Los patrones periddicos de alimentacién se han utilizado ampliamente en el
campo de los ritmos bioldgicos (Stephans, 1984; Challet, et al., 1997; Angeles-
Castellanos et al., 2004, Nakahara et al., 2004); se ha reportado que la actividad
locomotora de sujetos sometidos a este paradigma bajo condiciones de
iluminacion constante, se sincroniza a la llegada del alimento (la actividad se
ajusta en periodo y fase al sincronizador), en algunos casos atenuando la
actividad controlada por el reloj biologico (Mistlberger y Moore.,1990; Lax et al.,
1999). De hecho se ha reportado que el alimento no solo sincroniza la actividad
locomotora, principalmente durante el dia subjetivo, aunque también sincroniza
otras variables ritmicas, como la temperatura y los niveles de corticosterona
sérica, estos se elevan con anterioridad al tener acceso al alimento (Krieger 1979;
Escobar et al.,, 1998). Estas evidencias fundamentan entonces la propuesta del
uso del alimento (patrones periddicos de alimentacion) como un sincronizador de
tipo no luminoso.

Este paradigma experimental, se ha utilizado para evaluar la participacion
de otros nucleos en la regulacion de la conducta de ingesta de alimento. Este
estudio demostré que la administracion periodica de alimento induce un aumento

en el nimero de neuronas, del PVN, inmunoreactivas a la proteina c-Fos, posterior
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a la llegada del sincronizador (alimento), dado que el PVN no es parte del sistema
circadiano, esta evidencia, sugiere que el alimento solo tiene la capacidad de
sincronizar la actividad neuronal en areas cerebrales relevantes en la regulacion
del sistema circadiano. Esta caracteristica del PVN ya ha sido descrita por algunos
otros autores (Angeles-Castellanos et al., 2004).

Entonces la pregunta es ¢por que las neuronas del PVT anterior se
sincronizan al alimento cuando este es administrado de una manera periédica?

El PVT es miembro de los ndcleos del talamo, que en algin momento
fueron considerados como nucleos inespecificos, ya que se creia que no tenian
una organizacion topografica especifica, pero ahora se ha logrado poner en
evidencia que los nudcleo inespecificos del tdlamo presentan una organizacion
especifica con respecto a sus proyecciones (Bentivoglio et al., 1991.; Moga et al.,
1995) la parte anterior del PVT es la zona a través del cual este nucleo proyecta a
sus sitios eferentes, y la regidon posterior es la que recibe las proyecciones de
diversos sitios del sistema nervioso central (Su y Bentivoglio, 1990; Chen y Su,
1990; Moga et al., 1995; Krout y Loewy, 2000a; Krout y Loewy, 2000b). Ademas
de presentar areas especificas con diferentes fenotipos celulares (Bentivoglio et
al., 1991; Battaglia et al., 1991; Van der Werf et al., 2002; Kirouac et al., 2005,
McGranahan y Pgginis, 2001). Del mismo modo se ha sugerido que debido a su
localizacion anatomica el PVT se encuentra en un sitio ideal, a través del cual es
capaz de acceder a informacion de diversa indole como informacion sensorial,
visceral, motora, etc (Su y Bentivoglio, 1990; Chen y Su, 1990; Moga et al., 1995;
Krout y Loewy, 2000a; Krout y Loewy, 2000b).

Algunos estudios (Chen y Su, 1990; Moore et al., 1997; Kawano et al.,
2001) han reportado una proyeccion bidireccional anatdbmica importante entre el
NSQ y el PVT, de hecho el PVT es el sitio neural extra-hipotaldmico con mayor
cantidad de proyecciones provenientes del NSQ, (Chen y Su, 1990) mientras que
el PVT por su parte, le envia multiples proyecciones en su porcién anterior (Moga
et al., 1997; Kawano et al., 2001)

Dadas estas evidencia anatomicas, diversos grupos de investigadores

(Salazar-Juarez et al., 2002; Nakahara et al., 2004 ) en los ultimos afios, han
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reportado una serie de evidencias que sugieren que el PVT es una parte integral
del sistema circadiano. La lesién electrolitica del PVT anterior, altera la respuesta
de fase a la luz del NSQ, eliminando los adelantos de fase (Salazar-Juarez, 2002),
lo cual sugiere que el PVT, regula las respuestas del reloj biologico a la luz, lo que
pone de manifiesto su importante participacion en el sistema circadiano. Pero
debido a que el PVT recibe proyecciones muy diversas, es muy probable que
también sea capaz de regular e integrar informacion de tipo no luminoso y
posteriormente enviarla hacia el reloj bioldgico. De hecho, si esto fuese cierto, la
administracion de un sincronizador de tipo no luminoso deberia de inducir la
activacion de las neuronas localizadas en el PVT anterior y del reloj biologico, casi
de manera simultanea. Lo cual sucede, segun nuestros resultados.

Diversas evidencias experimentales sugieren la participacion del PVT en la
regulacion de la sincronizacion de tipo no luminosa. Se ha reportado que la
administracion de diversos sincronizadores no luminosos como la administracion
de aromas agradables (Amir et al., 1999); privacion de suefio (Semba et al., 2001);
acceso a estimulos novedosos (Mistberger, et al., 1996; Janik y Mrosovsky, 1994)
indujeron un aumento en el numero de neuronas inmunoreactivas a la proteina c-
Fos, en el PVT. Nuestros resultados apoyan estas evidencias, ya que en el PVT
muestra un incremento en el nimero de neuronas que expresan la proteina c-Fos,
justo a la llegada del sincronizador no luminoso (alimento).

Una evidencia muy importante, es la reportada por Nakahara y cols. (2004),
en la que la lesion electrolitica del PVT elimina la actividad locomotora, previa a la
llegada del sincronizador no luminoso. Aunque este resultado se contrapone con
los resultados que ha reportado otro grupo de investigadores, que sugieren que la
lesion del PVT no elimina la sincronizacion de la actividad locomotora inducida por
la administracion de un patron peridédico de alimentacién (Landry et al., 2007).
Estos resultados antagonicos podria deberse a las diferentes manipulaciones
experimentales a las que fueron sometidos los animales en observacion. En este
altimo estudio realizan lesiones del PVT en su totalidad, y como ya se menciond,
solo la lesion selectiva del PVT anterior es la que genera los efectos mas notorios

en la respuesta de fase del NSQ a las sefiales luminosas, lo que seria facil de
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suponer ya que es esta la region que proyecta al reloj biolégico (Kawano et al.,
2001; Cheny Su, 1990 Moga et al., 1997).

Relacionado con la anatomia del PVT, ya mencionamos que recibe
multiples proyecciones, de nucleos relacionados con el sistema circadiano, como
la HIG (Moore y Card, 1994), el nacleo del rafe (Chen y Su, 1990, Otake et al.,
2002) y el NSQ (Moga et al.,1997), lo que nos sugiere que tambiéen forma parte del
sistema circadiano.

Debido a que la HIG, recibe proyecciones directas de la retina (Moore y
Card, 1994), su patrticipacion en la sincronizacion luminosa es evidente, aunque
existen evidencias que la ubican como miembro del sistema circadiano, encargado
de regular y enviar al reloj bioldgico informaciéon importante acerca de estimulos
no luminosos y luminosos. (Abe y Rusak, 1992; Challet et al., 1996; Challet et al.,
1997; Johnson et al., 1989; Lewandosky y Usarek, 2002). La administracion de un
sincronizador de tipo no luminoso induce un aumento en el nUmero de neuronas
gue expresan la proteina c-Fos en la HIG, justo a la llegada del sincronizador
(Muscart y Morin, 2006); la lesion electrolitica de la HIG, elimina la respuesta de
los individuos a sincronizadores de tipo no luminosos (Johnson, et al., 1988;
Johnson, et al., 1989; Meyer et al.,1993; Janik y Mrosovsky 1994; Wickland y
Turek, 1994; Challet et al., 1996; Marchant y Mistberger, 1996; Nakamura, 1996;
Lewandosky y Usarek, 2002). La estimulacidon eléctrica y quimica de la HIG,
induce respuestas de fase semejantes a los que se generan cuando se administra
un sincronizador de tipo no luminoso (Knoch et al.,, 2004). Una evidencia
importante de sefalar, es la que arroja la investigacion de Challet y cols. en 1997,
donde se propone que la administracion periédica de alimento produce un
incremento en la cantidad de neuronas que expresan la proteina c-Fos, en la HIG.

Otra aferencia importante que recibe el PVT, es la que proviene del nucleo
del rafe dorsal y medial (Chen y Su, 1990, Otake et al., 2002). Algunas evidencias
proponen a este como participante en la sincronizacion a estimulos no luminosos,
entre las que podemos mencionar algunas: sujetos a los cuales se le administro la
5,7-dihydroxytryptamina-3 (DHT), toxina  especifica para  neuronas

serotoninérgicas, inhibe las respuestas de fase inducidas por la administracion de
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sincronizadores no luminosos como el alertamiento y la actividad locomotora
forzada (Meyer-Bernstein et al., 1997). La lesion electrolitica del nicleo del rafe en
ratas provoca que la actividad locomotora disminuya de manera significativa, a
pesar de que no se modifica que la actividad locomotora se presente solo durante
la fase de oscuridad (Liddel y Morberg, 1997). Por ultimo, una evidencia
importante de mencionar es la que se obtiene a partir de las investigaciones
realizadas por Takase y Nogueira en el 2008; donde utilizando un paradigma de
sincronizacion similar al utilizado en esta investigaciéon, logran demostrar un
incremento en la cantidad de neuronas inmunoreactivas a la proteina c-Fos, a la
llegada del alimento en el ndcleo del rafe.

Tomado en cuenta las evidencias que sugieren la participacion del PVT; de
la HIG y del nacleo del rafe en la sincronizacion que impone el alimento, podemos
suponer la existencia de un circuito entre ellos, ya que en los tres se observa un
incremento en el nimero de neuronas que muestran inmunoreactividad a la
proteina c-Fos justo a la llegada del alimento. La sefal que genera el alimento
podria llegar a los tres nucleos de manera simultanea y después ser enviada al
NSQ. O bien podria llegar de manera secuencial a los diferentes nucleos, una
posibilidad podria ser la siguiente: la informacién relativa al aparato digestivo
podria llegar al rafe, tomando en cuenta que es miembro de los nucleos del tallo
cerebral, de ahi podria ser distribuida a la HIG y al PVT, para después ser enviada
al NSQ, donde seria regresada al PVT y en consecuencia distribuida al resto del
cerebro. Cualquiera que fuese el mecanismo por el que las sefiales relativas al
alimento, lleguen a este circuito, tendrian que disefiarse nuevos experimentos,

encaminados a esclarecer esta incognita.

¢,Como es posible que el alimento pueda sincronizar al organismo? ¢De qué
manera las sefiales desencadenadas por el alimento llegan al sistema nervioso
central?. Estas sefiales son de diversa indole. En primera instancia la ingesta del
alimento es traducida por el estdbmago, generando diversos estimulos que son
transmitidos por diversas vias, para poder llegar al sistema nervioso central. (Coll
et al., 2007, Woods et al., 2006, Owais et al.,, 2006) Una de ellas podria ser
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puramente hormonal, en donde la falta y la presencia de alimento induce cambios
en los niveles de glucosa (Heijboer, 2006); con lo que se provocan cambios
drasticos en el organismo. Otra via seria mediante la transmision de la sefial a
través de proyecciones nerviosas, las cuales en su mayoria terminan en nucleos
del tallo cerebral, que a su vez proyectan a multiples areas, entre las que podemos
destacar el hipotalamo, donde se encuentran nudcleos relacionados con la
regulacion de la ingestion del alimento (Williams, et al., 2001). Otro nucleo
importante podria ser el PVT, dado que recibe proyecciones de nucleos
involucrados en la regulacion del alimento (Moga et al., 1995 Chen y Su, 1990,
Otake et al., 2002, Moore y Card, 1994). Ademas de tener proyecciones al NSQ
(Moga et al., 1995; Kawano et al., 2001). Esta ubicaciéon lo propone como un
nacleo con la capacidad de integrar la informacion relacionada con la
sincronizacion no luminosa y poder enviarla al reloj biolégico o bien transmitir la
informacion temporal a los efectores. Para poder esclarecer esta propuesta se
requieren realizar estudios encaminados a determinar por un lado la importancia
del PVT en el sistema circadiano y por otro su relacion con otros estimulos no
luminosos (algunas de estas ideas seran discutidas posteriormente) (Ver Figura
17).

En el NSQ, reside el reloj biolégico, encargado de mantener a todos los
ritmos en armonia, su principal sincronizador es la luz (Klein et al.,1991.). Se ha
reportado que las células del NSQ muestran una expresion ritmica de la proteina
c-Fos, como respuesta a estimulos luminosos. En donde, la mayor expresiéon de la
proteina c-Fos se observa entre dos y tres horas después del inicio de la fase de
luz, para después decaer gradualmente a lo largo del dia (Challet et al., 1997).
Ademas, se ha reportado que el NSQ, durante esta fase, también, es sensible a
sefales no luminosas (Edelstein y Amir, 1995; Amir et al., 1999). Los resultados
de nuestra investigacibn muestran que el NSQ, presenta un incremento en el
namero de neuronas inmunoreactivas a la proteina c-Fos, justo a la llegada del
sincronizador no luminoso. Este incremento podria ser el reflejo de la accion
conjunta de los dos sincronizadores, la luz y el alimento, ya que los sujetos en

nuestra investigacion se encontraban expuestos a los dos tipos de sefales.
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Por todas las evidencias aqui mencionadas, podriamos proponer al PVT,
como un nucleo importante en la generacion y/o modulacion de las respuestas del
reloj biolégico ante los sincronizadores de tipo no luminoso. Como ya fue
mencionado, el PVT, regula las respuesta a la luz del NSQ (Salazar-Juarez, 2002),
en este caso, también podria regular las respuestas al sincronizador no luminoso,
ya sea procesando este tipo de informacion y enviandola al NSQ, o por otro lado,
podria regular la transmision de la informacion que es enviada desde el NSQ a sus
efectores.

Ahora surge una nueva pregunta ¢a través de que mecanismo el PVT
puede responder a la llegada del alimento? ¢(Coémo es que este nucleo puede
censar las sefales que se desencadenan ante el acceso al alimento? es posible
que los niveles de glucosa puedan jugar un papel trascendental en este sentido,
durante las horas de ayuno (22 horas) estos se encuentran disminuidos; posterior
al acceso del alimento los niveles de glucosa se normalizan. Se ha reportado la
existencia de dos tipos de neuronas con la capacidad de poder censar los niveles
de glucosa plasmética. Un primer tipo es aquel que incrementa su incidencia de
disparo ante niveles de glucosa elevados, este tipo de neurona se denomina,
glucoresponsiva. El segundo tipo de neurona es aquel que incrementa su
incidencia de disparo cuando los niveles de glucosa son bajos, a este tipo se le
llama neurona glucosensitiva (Levine, 2002). De esta manera podriamos sugerir
que las neuronas que expresan la proteina c-Fos en el NSQ, y en el PVT anterior,
justo a la llegada del alimento, podrian ser neuronas glucosensitivas, ya que los
niveles de glucosa se encuentran muy disminuidos en estos momentos. Mientras
que por otro lado, las neuronas inmunoreactivas a la proteina c-Fos, localizadas
en el PVN, las cuales se incrementan en numero, al finalizar el acceso al alimento,
podrian corresponder a neuronas glucoresponsivas, ya que en ese momento el

sistema ya obtuvo grandes cantidades de glucosa. (Ver Figura 17)

El PVT y las orexinas
Mediante técnicas de inmunohistoquimica se ha demostrado una gran

abundancia de neuronas inmunoreactivas a la orexina A (MacGranahan y Pgginis,
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2001) en toda la extension del PVT (Kirouac et al., 2005; Yoshida et al., 2006). A
este péptido se le han conferido multiples funciones, como por ejemplo sefiales de
saciedad (Bernadis y Bellinger, 1993), estados de alertamiento (Espafia et al.,
2003), y situaciones de estrés (Fujiki et al., 2001) provocan un incremento en la
cantidad de neuronas que expresan orexina.

Nixon y Smale (2005) han propuesto la posibilidad de que las neuronas que
muestran inmunoreactividad a la proteina c-Fos, activadas por el acceso a
estimulos novedosos, tienen un fenotipo orexigénico. Este hallazgo nos podria
sugerir la idea de que todos los sincronizadores de tipo no luminosos activan
neuronas con un fenotipo orexigenico, ademas de las situaciones relacionadas
con el estrés y estados de alertamiento, las culaes estan implicitas en las
reacciones que provocan los sincronizadores no luminosos. Un dato importante de
recalcar es que el PVT se encuentra activo durante las horas de alertamiento de
individuo y en situaciones relacionadas con el estrés (Semba et al., 2001, Challet
et al., 1997).

MacGranahan y Pgginis, en el 2001, realizaron una investigacion con el
propésito de evidenciar las éareas cerebrales que poseian neuronas
inmunoreactivas al fenotipo orexigénico, esta revela que todas las areas que se
han propuesto, a lo largo de esta discusion como involucradas en la sincronizacién
no luminosa, como el PVT, la HIG, el nucleo rafe dorsal y medial, presentan
neuronas con inmunoreactividad a las orexinas y algo de llamar la atencion es la
presencia de varicosidades orexigénicas en la periferia del NSQ. Lo que nos
permite suponer que es a través de las proyecciones orexigénicas por la que los
nucleos implicitos en los circuitos descritos pudiesen estar en comunicacion y lo
mismo sucede con el NSQ, podria ser que por medio de este péptido es que
reciba la informacion concerniente a la sincronizacion que impone el alimento.
Para poder comprobar esta hipétesis seria necesario profundizar en esta area
realizando marcajes especificos y técnicas de inmunomarcaje contra las orexinas
y asi establecer las conexiones orexigenicas entre los diferentes nudcleos. (Ver
Figura 17)



Discusién

El PVT y la sincronizacion mediante horarios de acceso restringido al
alimento.

En los dltimos afios, algunos grupos de investigadores (Challet et al.,1997;
Angeles-Castellanos, et al., 2004), han propuesto la existencia de una estructura
(o serie de estructuras) con la capacidad de ser sincronizada mediante los
patrones de alimentacién (FEO, por sus siglas en ingles, oscilador asociado al
alimento), ademas de que se ha supuesto que este tiene la capacidad de
sincronizar al organismo. La existencia de tal estructura no se ha demostrado y la
situacion aun se encuentra en controversia. Bajo este contexto, el PVT podria ser
propuesto como un nucleo que mantiene comunicacién anatomica con tal
estructura, a la cual denominaremos estructura X, esta idea surge de la capacidad
que tiene el PVT de sincronizarse ante los patrones de acceso al alimento. La
informacion relativa al alimento, podria llegar a la estructura X, después al PVT y a
partir de ahi ser distribuida a las diferentes areas anatoémicas con las que
mantiene comunicacion.

Aunque también por otro lado, podriamos proponer que la estructura X,
pudiese actuar en conjunto con el NSQ, a través del PVT, es decir un eje,
estructura X- PVT-NSQ. En este sentido, la informacion relacionada con la
sincronizacion impuesta por los patrones de alimentacion, tendrian que llegar a la
estructura X, después al PVT y después al NSQ, (de esta manera podria ser como
el NSQ, reciba la informacion de tipo no luminosa) y solo, entonces poder
sincronizar al organismo con la informacion relativa a la sincronizacién luminosa y
no luminosa, como ya mencionamos el NSQ tiene la capacidad de responder ante
los dos tipos de estimulos, tal y como se demuestra en esta investigacion. Para
poder comprobar esta propuesta se tendria que disefiar una investigacion donde
se realicen lesiones del PVT y observar las alteraciones que esta provoca, por un
lado ya se cuenta con evidencias que dicen que la conducta de anticipacion se
elimina (Nakahara et al., 2004), pero no se cuenta con evidencias que describan el

comportamiento del NSQ ante esta situacion. (Ver Figura 17)
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Figura 17. Esquema que propone el papel del PVT en la sincronizacion impuesta por patrones de restriccion de alimento. En relacion a sus eferencias y
eferencias, ademas de la posible intervencién de algunos neuropéptidos.
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Conclusiones.

v' ElI PVT anterior es sensible a los sincronizadores no luminosos, ya que este
incrementa su inmunoreactividad a la proteina c-Fos, previo a la
presentacion del sincronizador .

v' ElI PVT anterior forma parte de los circuitos activos ante la sincronizacion no
luminosa funcionando como un modulador ante la sincronizacién impuesta
por los patrones de restriccion al alimento.

v" El NSQ es sensible al sincronizador no luminoso que se utilizé (alimento),
ya que este incrementa su inmunoreactividad a la proteina c-Fos a la
llegada del alimento.

v' El PVN es sensible al sincronizador no luminoso empleado, debido a que
incrementa su actividad neuronal (inmunoreactividad a la proteina c-Fos)

ante la llegada del alimento,.
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