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1. RESUMEN

El presente trabajo intenta abordar la relacion entre el sistema circadiano y el
sistema metabdlico del organismo, por medio del estudio de la relacién entre dos
nucleos hipotalamicos. El nucleo Arqueado (ARC) juega un papel muy importante
en la integracion de sefales que indican el estado metabdlico del organismo, la
disponibilidad de nutrientes, asi como en el balance energético, sirve como sensor
de metabolitos, dada su posicion en el cerebro y emite respuestas relacionadas
con el estado energético del organismo. El Nucleo Supraquiasmatico (NSQ) se
encuentra involucrado en la organizacion temporal de las funciones fisioldgicas y
conductuales del organismo. Conexiones neuronales reciprocas entre el ARC vy el
NSQ han sido probadas.

Para investigar la interaccidon entre estas dos estructuras asi como la interaccion
entre el estado metabdlico y las respuestas diarias de este, se determiné el patron
de expresion diaria en el ARC y en las neuronas a -MSH del mismo, neuronas de
accion anorexigénica posterior a la ingesta, en ratas bajo condiciones ad libitum y
de ayuno. Para esto los animales fueron perfundidos a distintas horas circadianas
Zt 2, 6, 10, 14, 18 y 22. Se realizd un ensayo de inmunohistoquimica para la
proteina del gen de accion inmediata c-Fos, en conjunto con a—MSH, para asi
tener un doble marcaje.

Sin alimento se observé que el patron de activacion diario de a—MSH se mantiene
igual que en los animales bajo condiciones de alimentacién ad libitum. La
expresion total de c-Fos en el ARC se vio disminuida.

La persistencia de la activacion de o—MSH bajo condiciones de ayuno, indica que
aun sin saciedad, la actividad de estas neuronas continua siguiendo un patrén
circadiano, lo que sugiere un papel activo del NSQ en la activacion de las
neuronas o—MSH en el ARC y por ende del control de la ingesta de alimento y el

balance energético.



2. INTRODUCCION

El planeta Tierra presenta ambientes con caracteristicas fisicas ciclicas tales como
el dia y la noche, o el aumento y la disminucion de la temperatura del medio. Toda
la vida en la Tierra como la conocemos actualmente, depende en una parte
importante de la presencia del Sol, ya que debido a que nuestro planeta gira sobre
Su propio eje, expone a todos los organismos a cambios diarios con la intensidad
de luz, los cuales han generado adaptaciones conductuales en dichos seres vivos.
Desde organismos unicelulares hasta mamiferos como los humanos, casi todos
han ajustado su periodo de actividad para optimizar su supervivencia.
Consecuentemente, los organismos han adaptado sus estilos de vida de tal
manera que organizan sus actividades en ciclos de aproximadamente 24h,
determinados por el ciclo de luz-oscuridad. Es asi, que la organizacion temporal es

una caracteristica fundamental de los organismos (Pittendrig C, 1993).

2.1. RITMOS BIOLOGICOS

2.1.1. {Qué es un ritmo bioldgico?

No todas las funciones de los individuos se presentan de manera constante;
cuando un proceso organico es estudiado durante un periodo prolongado de
tiempo en cualquier ser vivo, se puede observar que se alternan periodos de
maxima actividad con periodos de actividad escasa o nula de dicha funcion.
Cuando estas variaciones fisiologicas se presentan con regularidad, se les
denomina ritmos biolégicos (Gruart A, et al., 2002).

Por definicién, un ritmo biolégico es un fendbmeno adaptativo presente tanto en
individuos como en especies, relacionado con cambios predecibles y recurrentes a
intervalos regulares de tiempo ya sea en la conducta o en funciones fisioldgicas
(Gruart A, et al., 2002).



Un problema dificil de resolver acerca de los ritmos biolégicos es su origen, si
éstos se originan en respuesta a fendmenos ambientales ciclicos, y en tal caso
serian considerados de origen exdégeno, o bien, si son generados por el mismo
organismo, considerandolos asi, de naturaleza endégena. Sin embargo, muchos
de los ritmos diarios persisten con periodos generados intrinsecamente de
aproximadamente 24h, aun bajo condiciones constantes sin alguna sefal externa,
indicando la presencia de un sistema de medicion de tiempo autdbnomo en cada
organismo. Tal sistema se llama “reloj circadiano” (Moore RY y Eichler VB, 1972)

Para evaluar a los ritmos bioldégicos se consideran una serie de variables que
describen las propiedades de una curva sinusoidal (Figura 1), dichas variables

son:

o Periodo: tiempo necesario que transcurre entre el inicio de un ciclo y el
inicio del siguiente.

o Frecuencia: es el inverso del periodo e indica el numero de ciclos por
unidad de tiempo.

¢ Amplitud: diferencia que existe entre el valor maximo y el valor minimo de
un parametro que oscila.

e Mesor: promedio de todos los valores dados en la curva.

o Fase: momento en que ocurre un hecho caracteristico dentro del ciclo.

o Acrofase: momento del ciclo en el que el fendbmeno presenta su valor
maximo. (Dunlap J, et al., 2004).

Figura 1. Parametros y estimados estadisticos que definen una curva sinusoidal, donde f;
acrofase y A; amplitud.

2.1.3 Tipos de ritmos
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Aquellos ritmos bioldgicos que son el resultado de la adaptacion del organismo a
las variaciones ciclicas en el ambiente se caracterizan, en condiciones naturales,
porque la frecuencia del ritmo es igual a la frecuencia de las variaciones ciclicas
de los fendmenos geofisicos con los que se acoplan.

Sin embargo, cuando estos ritmos se estudian en condiciones constantes, se
presentan con una frecuencia cercana, pero no necesariamente igual, a la que
muestran en condiciones naturales, a lo que se le denomina oscilacion libre,
cuando esto sucede, se dice que el ritmo en cuestion es de naturaleza endégena.
Por otra parte existen ritmos con una frecuencia cercana a la de las mareas,
conocidos como ritmos circamareales, otros diarios, llamados circadianos, otros
con frecuencias anuales, llamados circanuales y por ultimo, los cercanos al ciclo
lunar, los circalunares. El prefijo circa se refiere a cercano a (Gruart A et al., 2002).
Esta clasificacion de los ritmos biologicos, fue acufiada con respecto a los
fendmenos naturales ciclicos, sin embargo, también existe otra clasificacion que
se determina por su frecuencia tomando como punto de comparacién las 24h del

dia. De esta forma podemos mencionar tres clases de ritmos:

e Circadianos: los que tienen una frecuencia cercana o igual a un dia.

e Ultradianos: presentan una frecuencia mayor a un dia, por ejemplo la
frecuencia cardiaca y respiratoria.

¢ Infradianos: su frecuencia es menor a un dia como en el caso del ciclo

menstrual.

La estabilidad en la duracién de los ritmos esta intimamente relacionada con las
senales ambientales, tal como la duracién del dia y la noche, las fases de la luna,
los cambios de humedad, temperatura y presiéon atmosférica, entre otros. Tales
sefales ambientales permiten que cada dia, mes o afo, se ajusten los ritmos, este
fendmeno se llama sincronizacion.

A los estimulos capaces de sincronizar a los ritmos se les llama sincronizadores o
Zeitgebers; palabra de origen aleman que significa “el que da tiempo” (Dunlap J.
et al, 2004).

11



Los ritmos circadianos son los ritmos mas estudiados y han servido como modelo
experimental para entender los fendmenos fisiolégicos y conductuales ciclicos,
ademas de que han sido tomados en cuenta para clasificar a los demas de

acuerdo a su frecuencia (Gruart A et al., 2002).

2.1.3. Ritmos circadianos

Los ritmos circadianos, son aquellos en los cuales su oscilacion endoégena, se
presenta con periodos aproximados de 24h (Aschoff J, 1981). Ejemplo de ellos
son los ritmos de secrecidon de cortisol, de melatonina, el ritmo de actividad

locomotora, el ciclo suefo-vigilia y la produccion de glucosa.
Las caracteristicas mas relevantes de los ritmos circadianos son:

e Son endogenos y por lo tanto persisten bajo condiciones constantes.
e Son susceptibles de ser sincronizados.

e Son capaces de compensar cambios de temperatura.

Para poder definir a un sistema circadiano necesitamos hablar de tres
componentes basicos que reciben y envian informacién relevante para el control

de funciones fisioldgicas, bioquimicas y conductuales, estos componentes son:

¢ Una via de entrada de luz, dirigida al oscilador circadiano auto sostenible.

e El oscilador circadiano o reloj maestro.

e Vias de respuesta (salidas del reloj) por medio de las cuales el reloj regula 'y
manifiesta ritmos bioquimicos, fisiolégicos y conductuales (Kalsbeek A. et
al., 2006 b).

2.1.4. Relojes bioldgicos

Como ya se menciond, la generacién de los ritmos biolégicos es enddgena; en

este sentido, existen sustratos o estructuras anatémicas que los generan. A las

estructuras que presentan una oscilacion se les denomina marcapasos y pueden

ser sincronizados por algunas senales; un reloj biologico representa un
12



marcapasos que impone fase y periodo a otros marcapasos u osciladores,
generalmente periféricos y provee al organismo de una sefal temporal que
sincroniza las funciones de los osciladores efectores (Dunlap J. et al, 2004).

Otra funcién del reloj es la medicion del tiempo externo, para la expresion correcta
de las funciones corporales asi como la anticipacion de eventos como el dia y la
noche (Dunlap J. et al, 2004).

2.2. EL RELOJ BIOLOGICO EN  MAMIFEROS, EL NUCLEO
SUPRAQUIASMATICO

Antes de describir el reloj biolégico en los mamiferos es necesario ubicarlo
espacialmente. Para esto, es importante hacer una breve descripcion del
hipotalamo, sustrato del control de las funciones metabdlicas basicas del

organismo y de los dos nucleos que se revisaran en este trabajo.

2.2.1. El hipotalamo

Las necesidades basicas de un organismo son las funciones y conductas que
garantizan la supervivencia y la perpetuidad de la especie. Para satisfacer estas
necesidades, un animal debe coordinar procesos fisiolégicos complejos con
diversas condiciones ambientales y elaborar respuestas adaptativas adecuadas a
estimulos sensoriales especificos. Por esto, el mantenimiento de la homeostasis
representa la clave de la adaptacion biolégica y depende de la correcta integracion
de los mecanismos endocrinos, viscerales y somatomotores (Paxinos G, 2001).
En los mamiferos, se ha demostrado que el hipotalamo regula el sistema
cardiovascular, las respuestas termorreguladoras, comportamientos defensivos,
asi como el funcionamiento de las visceras abdominales y la ingesta de alimento.
Ademas, juega un papel importante para asegurar la supervivencia, por medio del
control del comportamiento sexual y materno.
El hipotalamo tiene extensas conexiones ascendentes y descendentes que le
permiten censar e influenciar la actividad neuronal en otras partes del cerebro y de
la medula espinal (Paxinos G, 2001).
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Segun Paxinos el hipotdlamo se divide en cuatro regiones generales,
denominadas de anterior a posterior: predptica, anterior, tuberal y mamilar (figura
2), también se divide en zonas que de forma lateral al tercer ventriculo (3V) son:
lateral, medial y periventricular.

En la tabla 1 se resumen los nucleos que componen al hipotalamo de acuerdo a

Su region y zona correspondientes.

Figura 2. Localizacion de las diferentes areas del hipotalamo. Se muestra la localizacion
general de las distintas areas del hipotalamo en un corte lateral (Paxinos G y Watson C, 2007).

En mamiferos, los ritmos diarios, tanto conductuales como fisioldgicos, son
generados y dirigidos por medio del reloj biolégico localizado en el hipotalamo
anterior. La estructura responsable de la generacién de los ritmos circadianos en
mamiferos es el Nucleo Supraquiasmatico (NSQ), descubierto a principio de la
década de los 70 del siglo pasado (Moore y Eichler, 1972; Stephan y Zucker,
1972).

Tabla 1. Areas y nucleos del hipotalamo. La tabla muestra un corte representativo de cada area del
hipotalamo por medio de esquemas de cortes coronales asi como los nucleos relevantes en este trabajo
resaltados en negritas (Paxinos G, 2001 y Paxinos G, 2007).
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Periventricular

Nucleo preoptico
periventricular
Organo vascular
de la ldmina
terminalis
Nucleo predptico
mediano

Nucleo
anteroventral
periventricular
Nucleo
Supraquiasmatico
predptico

Nucleo periventricular
anterior

Nucleo
Supraquiasmatico
Nucleo Paraventricular

Nucleo periventricular
tuberal
Nucleo Arqueado

Nucleo periventricular
posterior

Nucleo tuberomamilar
dorsal

Medial Area predptica Area hipotalamica Area tuberal Nucleo premamilar
medial anterior Nucleo ventromedial dorsal
Nucleo predptico Nucleo hipotaldmico Nucleo dorsomedial Nucleo premamilar
medial anterior ventral
Nucleo predptico Area retroquiasmatica Complejo mamilar
anterodorsal Nducleo circularis
Nucleo prebptico
anteroventral
Nucleo
paraestriatal
Nucleo predptico
posterodorsal
Lateral Area preoptica Avrea hipotalamica lateral ~ Area hipotalamica lateral ~ Area hipotalamica lateral

lateral
Nucleo predptico
Magnocelular

Nucleo supradptico

Nucleo tuberal

Nucleo Magnocelular del
area hipotaldmica lateral
Nucleo tuberomamilar
ventral

2.2.2. El Nucleo Supraquiasmatico

El NSQ consta de un par de pequenos nucleos situados de manera dorsal al

quiasma o6ptico. La dimensién de cada nucleo es de 300um (mediolateralmente),

300um (dorsoventralmente) y 700um (rostrocaudalmente) en la rata (Paxinos,

2001). EI NSQ en ratas consiste de pequenas neuronas, neurépilos y elementos

gliales, particularmente astrocitos (Van den Pol, 1980, 1985). Se ha calculado que

hay alrededor de 10,000 a 12,000 neuronas, de 7 a 10um en diametro, distribuidas
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en el NSQ (Ibata Y, et al., 1999) Dichas neuronas pueden ser ovaladas o
redondas y se distribuyen de manera ventrolateral; en la superficie de estas
neuronas podemos encontrar sinapsis axosomaticas, aunque procesos gliales
también cubren algunas porciones de las membranas citoplasmaticas neuronales
(Ibatay, et al., 1999).

2.2.3. Recepcion de sefiales foticas

En humanos y otros mamiferos, la informacién luminosa se procesa de manera
inicial por la retina y es transmitida posteriormente al cerebro mediante el Tracto
Retinohipotalamico (TRH) mostrado en la figura 3. Proyecciones monosinapticas
del TRH terminan de manera pareada y bilateralmente en el NSQ del hipotalamo
anterior.

El TRH esta formado un subconjunto de células ganglionares retinales que
contienen melanopsina (Opn4) y que son directamente estimuladas por la luz, las
llamadas células W (Fu et al., 2005) que proyectan sus axones al hipotalamo sin
formar parte de la via visual.

Estas células ganglionares parecen expresar y utilizar el Péptido Activador de la
Adenilato Ciclasa en la Pituitaria (PACAP) y glutamato, como co-transmisores,
para comunicar informacion fética al NSQ (Fahrenkrug, 2006: Hannibal, 2006 y
Hannibal et al., 2000).
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Figura 3. Representacion esquematica del Tracto Retinohipotalamico (RHT). a) Poblacién
pequefia de neuronas ganglionares positivas a Melanopsina, células W, ampliamente dispersas
(rojo) del RHT proyectan al Nucleo Supraquiasmatico (SCN). Estas células ganglionares (G)
responden directamente a las sefales foticas. También responden a sefales provenientes de los
conos (C) y bastones (R) de la retina a través de células amacrinas (A) y bipolares (B), algunas
de ellas pueden contener criptocromos (azul). Los efectos a nivel genético en el NSQ son
mediados por sefiales Glutamatérgicas (Glu) y del Péptido Activador de la Adenilato Ciclasa en la
Pituitaria (PACAP) (Imagen modificada de Steven M., et al., 2002).

2.2.4. Poblaciones neuronales del Nucleo Supraquiasmatico

Muchas de las neuronas del NSQ son neuronas GABAérgicas, sin embargo
también se ha demostrado por medio de técnicas electrofisioldgicas que el NSQ
también actua por medio de neuronas Glutamatérgicas (Hermes M, et al, 1996,
Cui L, et al, 2001, Perreau-Lenz S, 2004).

Otras neuronas que sintetizan diversos tipos de péptidos se encuentran
distribuidas a lo largo de todo el nucleo (Van den Pol AN, 1985). Mediante
estudios realizados con microscopia electronica, microscopia de luz y con
anticuerpos especificos, se ha observado que existen neuronas dentro del NSQ

que expresan péptidos tales como; Péptido Vasointestinal (VIP por sus siglas en
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inglés) y Vasopresina (VP). Ambas poblaciones neuronales son las mas
abundantes dentro de este nucleo, sin embargo, su localizacion es distinta. Las
neuronas VIP se encuentran distribuidas en la porcién ventrolateral, mientras que
las neuronas VP se localizan en la parte dorsomedial. También podemos
encontrar neuronas productoras de Somatostatina (SOM) que se distribuyen en
las porciones intermedia y dorsomedial del nucleo (Yasuhiko I. et al., 1999), la
localizacion de estas tres poblaciones neuronales se encuentra esquematizada en

la figura 4.

Figura 4. Neuronas inmunorreactivas a VIP, AVP, SOM, y GABA dentro del NSQ. (a) neuronas
VIP distribuidas en la porcién ventrolateral del nucleo. Procesos inmunorreactivos también son
encontrados en direccion dorsal. (b) neuronas AVP localizadas en la porcion dorsomedial. (c)
neuronas SOM distribuidas de manera dispersa en la porciéon intermedia. (d) neuronas
GABAérgicas a través de todo el NSQ. OC, quiasma optico; V, tercer ventriculo. Escala, 200 pm.
(Tomada de Ibata Y, et al., 1999).
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2.2.5. EI NSQ como reloj maestro

Evidencia contundente de que el NSQ comprende al reloj circadiano, proviene de
numerosos estudios que emplean experimentos con lesiones y trasplantes de
tejido embrionario en los cuales se ha determinado el papel endégeno de la
oscilacion de éste, asi como su importancia en la sincronizacion y generacion de
los ritmos bioldgicos (Kalsbeek A, et al., 2006).

La destruccién del NSQ provoca la pérdida de la ritmicidad en la liberacion de
hormonas, como adenocorticotropina, metabolitos como glucosa, disrupcion del
ciclo suefio-vigilia, pérdida del ritmo de actividad locomotora y temperatura, entre
otros.

Trasplantes de NSQ de donadores mutantes en hospederos con lesién del mismo
(NSQx) que presentan un perfil de actividad arritmico, adquieren el fenotipo
circadiano del donador mutante (Ralph et al., 1990; Sujino et al., 2003). Gracias a
estos estudios se pensd que los ritmos circadianos se originaban a través de un
conjunto de asas de retroalimentacion positivas y negativas de transcripcion y
transduccion interconectadas.

La mayoria, si no es que todas las neuronas del NSQ de rata, pueden generar un
ritmo circadiano de activacion independiente, esto se pone de manifiesto cuando
algunas de estas neuronas son puestas en un cultivo in vitro, presentando fase y
periodo propios. Sin embargo, las neuronas del NSQ, se encuentran fuertemente
interconectadas y acopladas (Weaver D, 1998).

Por medio de la organizacién de los ritmos circadianos en la secrecion hormonal y
el control autonémico de los 6rganos, el NSQ prepara al cuerpo para los cambios
fisiologicos asociados con el ciclo suefio-vigilia (Kalsbeek et al., 1996, 2000; Buijs
y Kalsbeek 2001), por ejemplo, al final del periodo de suefo, el NSQ prepara al
cuerpo para la actividad mediante la inducciéon de un pico de glucosa en sangre,
asi como de un pico en la secrecion de corticoesterona en rata (la Fleur et al.,
2001).

Claro esta que el NSQ no ejecuta las funciones anteriormente mencionadas de

manera aislada; existe una interaccion muy cercana con otros centros
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hipotalamicos, tales como el area predptica medial (MPA) para la regulacién de la
temperatura y la reproduccion (Palm et al., 2001), el Nucleo Ventromedial del
Hipotalamo (VMH) para la regulacién de la homeostasis metabdlica y el Nucleo
Paraventricular del Hipotalamo (PVN), centro encargado de la regulacién del
control hormonal y autonémico que contiene neuronas neuroendocrinas que
controlan la secrecion hormonal de la glandula pituitaria (Swanson L, 1987). La
figura 5 muestra un esquema del tipo de eferencias que presenta el NSQ asi como
el resultado de esta sefalizacion, es decir, la generacion de un ritmo.

Es precisamente esta habilidad del NSQ para integrar, la informacién fética, la de
sincronizase y sincronizar ritmos por periodos de tiempo largos, asi como emitir
una sefal que acople otras estructuras a un ritmo dado, lo que hace al NSQ, el

reloj circadiano maestro (Long et al., 2005; Nagoshi et al., 2004).

Figura 5. Eferencias del NSQ. Existen tres tipos de eferencias en el NSQ que pueden distinguirse:
conexiones con neuronas enddécrinas, preautondmicas e intermedias. Aunado a esta diversidad de
conexiones, el NSQ utiliza distintos neurotransmisores, para llevar a cabo el control de cada funcion
enddcrina especifica. Notese como es que el NSQ utiliza sus respectivas eferencias autondémicas
para preparar al tejido blanco para la actividad que habra de realizar. VP: Vasopresina; OT:
Oxitocina; HPG: eje Hipotalamico-pituitario-gonadal; HPT: eje Hipotalamico- Pituitario-Tiroideo; HPA:
eje Hipotalamico-Pituitario-Adrenal (Imagen modificada de Kalsbeek A, et al, 2006 a).

2.3. METABOLISMO Y HOMEOSTASIS
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El metabolismo es la suma de todas las transformaciones quimicas que se

producen en una célula u organismo, en funcién de reacciones catalizadas

enzimaticamente que constituyen las rutas metabdlicas. Es una actividad celular

coordinada y dirigida en la que muchos sistemas multienzimaticos cooperan para

cumplir cuatro funciones basicas:

1)

4)

Cada

Obtener energia quimica a partir de la captura de la energia solar o a partir
de la obtencion de nutrientes ricos en energia provenientes del ambiente.
Convertir moléculas nutrientes en moléculas caracteristicas de la propia
célula.

Polimerizar precursores monomeéricos a proteinas, acidos nucléicos, lipidos,
polisacaridos y otros componentes celulares.

Sintetizar y degradar biomoléculas requeridas en funciones celulares

uno de los pasos de las rutas metabdlicas realizan un cambio quimico

especifico, en una secuencia de pasos, donde un precursor se convierte en

producto a través de una serie de intermediarios metabdlicos, metabolitos (Randall

D, et al., 2002). El metabolismo se puede dividir, de manera general, en dos fases:

Catabolismo: es la fase degradadora del metabolismo en la que moléculas
organicas (glucidos, grasas y proteinas) se convierten en productos mas
pequenos y sencillos. Las rutas catabdlicas producen energia libre, parte de
la cual se conserva en forma de ATP (Adenosil Trifosfato).

Anabolismo: también llamado biosintesis, donde precursores pequefos y
sencillos se integran en moléculas mucho mayores y complejas, entre las
que podemos encontrar a los lipidos, polisacaridos proteinas y acidos
nucléicos. Las reacciones anabdlicas requieren de energia libre,
generalmente obtenida de la hidrdlisis del ATP y del poder reductor de las
moléculas de NADH y NADPH (Lehninger A, 1995).

Ahora bien, considerando al metabolismo dentro de un contexto integrado, es

decir,

dentro del organismo completo, vemos que una caracteristica de los

organismos multicelulares es la diferenciacion celular y la distribucion de
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funciones. Ademas de las rutas centrales del metabolismo, que proporcionan
energia y que tienen lugar en células, tejidos y organos, hay funciones
especializadas que tienen requerimientos energéticos y patrones metabdlicos
caracteristicos. Las sefiales hormonales integran y coordinan las actividades
metabdlicas de los distintos tejidos, de manera que regulan la distribucion de
precursores y sustratos energéticos de cada 6rgano (Lehninger A, 1995).

De esta manera, el higado es el érgano que se encarga de la sintesis de
carbohidratos y lipidos, el musculo esquelético esta especializado en producir ATP
para la contraccion, el musculo cardiaco obtiene ATP a partir de la fosforilacion
oxidativa y el cerebro utiliza sélo glucosa y B-hidroxibutirato como fuentes de
energia (Lehninger A, 1995).

Sin embargo, no podemos considerar a un organismo como un ente estatico, ya
que intercambia energia con su medio y esta sujeto a los cambios ambientales
que se presenten, por lo que los niveles de actividad de un sistema no pueden
mantenerse constantes, pero ;Como es que se llevan a cabo los cambios
necesarios dependiendo de las condiciones del medio? Por medio de ajustes en
los niveles de actividad de los procesos metabdlicos, es como un organismo
puede mantener las condiciones del medio interno, dentro de los parametros
adecuados para su supervivencia. A esto se le llama homeostasis, que es la
tendencia de los organismos a regular y mantener una estabilidad interna relativa
(Randall D, et al. 2001).

Las perturbaciones tanto ambientales como las del medio interno, deben ser
identificadas o censadas de alguna forma, esto se lleva a cabo de manera tanto
periférica (en los distintos tejidos y sistemas) como de manera central (en el
sistema nervioso central). De tal forma que el exceso o falta de algun metabolito,

es sefal para el sistema de obtenerlo, gastarlo o almacenarlo.

2.4. BALANCE ENERGETICO

Se han implementado innumerables técnicas para determinar como es que el

cerebro contribuye en la fisiologia del balance energético. En afios recientes se ha
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ampliado nuestro entendimiento acerca de cémo es que la informacion
correspondiente al almacenamiento de energia en el cuerpo es comunicada al
cerebro y subsecuentemente integrada en respuestas metabdlicas y conductuales.
Gran parte de este progreso se debe a la identificacion de tipos neuronales
especificos en el cerebro y en especial en el Nucleo Arqueado del Hipotalamo
(ARC), asi como en el descubrimiento de péptidos encargados de indicar el estado
metabalico al cerebro, como por ejemplo, la leptina (Jéquier E, 2002).

Sin embargo ¢cdmo es que el cerebro regula la homeostasis energética? Se sabe
que lo hace en respuesta a sefiales tanto provenientes del tejido adiposo, como
del tracto gastrointestinal y el higado (Stanley S, et al., 2005).

Las moléculas de sefalizacién metabdlica, se encuentran divididas en dos clases
principales segun su origen: las producidas en el cerebro, conocidas como
neuropéptidos, los cuales actuan dentro de los circuitos neuronales como
neurotransmisores o neurohormonas y las moléculas producidas en la periferia
que circulan por el torrente sanguineo, siendo asi de naturaleza endécrina y que
senalizan el estado metabdlico del animal cuando llegan al cerebro (Barsh G vy
Schwartz M, 2005).

A continuacion se hara una revisidon breve de estas moléculas indicadoras del
estado metabdlico asi como de las moléculas efectoras que emiten una respuesta
con respecto a la informacion obtenida de la periferia a cerca del estado

energético del organismo.

2.4.1. Neuropéptidos

e AgRP (Proteina Relacionada a Agouti): se produce especialmente en el
Nucleo Arqueado co-localizando con el Neuropéptido Y, promueve la

ingesta de alimento y la ganancia de peso por medio de su accidn sobre los
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receptores a melanocortinas 3 y 4, antagonizando de esta manera la accién
de a-MSH. (Flier JS, 2006).

a-MSH (a-Hormona Estimuladora de Melanocitos): hormona derivada
del gen POMC (proopiomelanocortina). Esta poblaciéon neuronal se
encuentra presente en el ARC y el Nucleo del Tracto Solitario (NTS),
promueve el gasto energético y una conducta anorexigénica, se ha
observado que esta poblacion neuronal aumenta su actividad después de la
ingesta de alimento. En condiciones de ayuno se ve disminuida su
expresion. (Hoggard N, et al., 2004 y Sarkar S, et al., 2002).

CART (Transcripto Regulado por Cocaina y Anfetamina): esta hormona
se encuentra ampliamente distribuida en el cerebro, sin embargo se co-
expresa dentro de las neuronas POMC del ARC. Se ve relacionada con
diversos procesos fisioldgicos tales como la ingesta de alimento,
reproduccion, estrés y dolor, entre otros. Una inyeccion i.v. de éste
neuropéptido produce hipotermia asi como la disminucion de la ingesta de
alimento (Skibicka K, et al., 2009 y Vrang N, 2006).

Hipocretina 1 y 2 (Orexina A y B): ambas tienen efectos similares y se
producen en el Hipotalamo lateral. La deficiencia en estos neuropéptidos
producen un fenotipo narcoléptico, y se ha demostrado que tienen un efecto
orexigenico, es decir provocan un aumento en la ingesta de alimento y en el

gasto energético (Wang J, et al., 2003).

MCH (Hormona Concentradora de Melanina): es un neuropéptido ciclico
producido en el hipotalamo lateral que no co-localiza con aquellas neuronas
productoras de Orexinas, reciben proyecciones directas provenientes del
ARC vy su liberacién promueve la ingesta de alimento (Barsh G y Schwartz
M, 2005).

NPY (Neuropéptido Y): esta poblacion neuronal se encuentra presente en

varios nucleos tales como el ARC, NTS, la ojuela intergeniculada (IGL),
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entre otros. Las neuronas productoras de este neuropéptido se encuentran
inhibidas por sefiales como insulina y leptina (van den Hoek A, et al., 2004).
Sin embargo, sefales de hambre como grelina las activa (Kohno D, 2003),
inyecciones i.v. de este neuropéptido (Broberger C, et al., 1998), provoca
un aumento en la ingesta de alimento. La accion biologica de NPY se

encuentra mediada por seis receptores, Y1-Y6 (Beck B, 20006).

TRH (Hormona Liberadora de Tirotropina): Péptido producido por
neuronas especializadas del Nucleo Paraventricular del Hipotalamo (PVN) y
transportada a la pituitaria, donde estimula la liberacién de la Hormona
Estimuladora de la Tiroides, la cual circula por el torrente sanguineo
provocando la liberacién de Tiroxina en la tiroides (Barsh G y Schwartz M,
2005), se encuentra regulada negativamente por los niveles plasmaticos de
TH, sin embargo durante el ayuno los niveles de este péptido decaen lo que

lleva a una reduccion paraddjica de la transcripcién de TRH en el PVN.

2.4.2 Moléculas periféricas

Leptina: es producida por células del tejido adiposo y actua en el cerebro
por medio de los receptores a leptina incluyendo neuronas simpaticas
involucradas en el balance energético. Actua como un factor de saciedad
(Jéquier E, 2002) y se ha demostrado que incrementa el gasto energético
(Geiser F, et al., 1998).

CCK (Colesistoquinina): es liberada al torrente sanguineo a través de las
células enddcrinas del intestino en respuesta a la ingesta de alimento, esta
hormona se une a receptores presentes en aferencias del nervio vago,
llegando al cerebro via Area Postrema (AP), ayudando de esta manera a
inhibir la ingesta de alimento (Barsh G y Schwartz M, 2005). También

puede funcionar en el cerebro como neurotransmisor.
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Grelina: sintetizada principalmente en células enddcrinas presentes en las
glandulas oxcinticas del estomago de donde es liberada al torrente
sanguineo (Date Y, et al, 2000), también se ha encontrado grelina presente
en el ARC colocalizando con NPY y AgRP (Broberger C, et al. 1998).
Inyecciones tanto intraperitoneales (IP) como intracerebroventriculares
(ICV) provocan hiperfagia inmediata y obesidad si es administrada
cronicamente (Wren AM, et al, 2001). Interactua directamente con neuronas
NPY, las cuales presentan receptores a este péptido y se activan en su
presencia (Wang L, et al, 2002, Kohno D, et al, 2003 y Wren AM, et al,
2001).

Insulina: hormona liberada por el pancreas que se encuentra regulando la
homeostasis de la glucosa, estimulando la captacion de glucosa en las
células, la sintesis de glucégeno e involucrandose en otras vias de
almacenamiento de reservas energéticas en tejidos periféricos, también
sirve como indicador periférico del estado metabdlico y del estatus
energético del cuerpo en el ARC, el cual contiene receptores a esta
hormona (Barsh G y Schwartz M, 2005).
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En la figura 6 se presenta un esquema general de la integracién hipotalamica

del metabolismo.

Figura 6. Integracion central de sefales metabolicas de la periferia. Representacion grafica
del tipo de sefiales metabdlicas periféricas asi como sus vias de integracion central, donde NTS,
Nucleo del Tracto Solitario; ARC, Nucleo Arqueado; LHA, Hipotalamo lateral; PFA, Area
Perifornical; PVN, Nucleo Paraventricular del Hipotalamo; NPY, Neuropéptido Y; POMC,
Proopiomelanocortina y CCK, Colecistoquinina.

2.5. NUCLEO ARQUEADO (ARC)

Este nucleo se encuentra en el hipotalamo mediobasal, adyacente a la eminencia
media (EM), considerada un “6rgano circumventricular”, es decir, junto al tercer
ventriculo (Cone RD. 2001), se ha observado que muchas moléculas al ser
inyectadas en la circulacién, se acumulan tanto en la EM asi como en el ARC y se
ha sugerido, de esta manera, que la Barrera Hematoencefalica (BH) en este sitio
es mas permeable. Estudios recientes sugieren que este supuesto aumento en la
permeabilidad de la BH, se encuentra regulado de manera altamente selectiva y
especifica por las células presentes en la EM, que permiten el paso de metabolitos
implicados en la sefalizacion del estado energético, sin embargo, las

concentraciones en las que estos metabolitos se presentan en la circulacion

27



sanguinea, deben ser especificas para que sean capaces de ingresar
(Cheunsuang O, 2005).

El ARC actua como un sensor del estado energético del cuerpo e inicia la
sefalizacion para emitir respuestas designadas a mantener las reservas de
energia dentro de los niveles 6ptimos para el organismo (Cone RD, et al., 2001). A
pesar de que muchas regiones del cerebro se encuentran involucradas en el
control de la homeostasis energética, los circuitos que comienzan en el ARC son
de los mejor entendidos a nivel molecular (Barsh G y Schwartz M, 2005).

Esta propiedad, de captar metabolitos directamente de la circulacion portal y del
tercer ventriculo permite que el ARC actue como un sensor que integra y responde
a diversas sefiales que indican el estado metabdlico del cuerpo (Cone RD, et al.,
2001 y Cone RD, et al., 2005).

Un modelo esquematico de como es que las distintas sefales metabdlicas llegan
al cerebro e interactuan dentro del ARC, se muestra en la figura 7, donde se
observan las poblaciones neuronales mas estudiadas y mejor entendidas del ARC
que intervienen en el balance energético, también se muestra su interaccion con
otros centros hipotalamicos, para la emision de una respuesta con respecto al
estado metabolico en el que se encuentra el organismo.

Como podemos observar, las respuestas de las poblaciones neuronales que se
encuentran dentro del ARC, se han atribuido, principalmente, al estado metabdlico
de un individuo. Se ha observado que dichas poblaciones responden de distinta
manera a diferentes situaciones metabdlicas, como por ejemplo en el ayuno se
observa una activacion de neuronas NPY y en el caso de la saciedad se observa

un incremento en la activacion de neuronas a-MSH (Singru PS, 2006).

28



Figura 7. Interacciones periféricas e hipotalamicas para el control del balance energético.
En la primera figura (izquierda) se muestra como es que las sefales periféricas de hambre y
saciedad interactuan dentro del ARC, para el control del balance energético. En la figura de la
izquierda se muestra cdmo es que las poblaciones neuronales del ARC emiten respuestas
proyectando a otros centros hipotalamicos tales como el PVN, los cuales sirven de efectores y
que desencadenan la respuesta al estado metabdlico del individuo (Imagen tomada de Barsh G
y Schwartz M, 2005)
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las neuronas del ARC presentan una gran variedad de receptores a diversos
metabolitos tales como leptina, grelina, insulina y no es claro cdmo, pero también
son capaces de censar los niveles de glucosa y glucocorticoides (Barsh G vy
Schwartz M, 2005). Estos metabolitos presentan un ritmo de secrecion circadiano.
Existe evidencia de que el NSQ y el ARC presentan conexiones reciprocas (Yi CX,
et al., 2006), sugiriendo que estos nucleos podrian estar interactuando entre si,
modificando ya sea su sensibilidad o su nivel de respuesta a ciertas condiciones.

Ya que el NSQ es el encargado de promover los ritmos metabdlicos como el de
glucosa, corticosterona en rata o cortisol en el caso de humanos, es posible que

también pueda estar modificando la activacion diaria de las neuronas del ARC.

4. OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es investigar si el Nucleo Arqueado (ARC) presenta un

patron de activacion circadiana que indique la influencia del Nucleo
Supraquiasmatico. Para esto, se decidid determinar el patrén de expresion diaria
en las neuronas a-MSH del arqueado (neuronas de accién anorexigénica que
responden a la ingesta de alimento), en ratas bajo condiciones ad libitum y de

ayuno.
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5. HIPOTESIS

Si el NSQ tiene una accion directa sobre nucleos metabdlicos tales como el ARC,
la expresién diaria de un tipo neuronal, tal como a-MSH, sera similar tanto en

animales alimentados ad libitum como en animales ayunados.

6. MATERIAL Y METODO

6.1. Animales

Se utilizaron 48 ratas macho de la cepa Wistar de 250-300g, obtenidas del Bioterio
del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Se mantuvieron bajo
condiciones luz-oscuridad (LD) 12:12 y se dividieron en dos grupos, alimentados
ad libitum y ayunados 48 horas antes del experimento.

Fueron sacrificados a lo largo de seis puntos temporales del ciclo luz oscuridad,

de la siguiente manera:

Zt 2 Zt 6 Zt 10 Zt 14 Zt 18 Zt 22

SR S S S "

En cada hora se sacrificaron cuatro animales en condiciones ad libitum y cuatro

animales con 48h previas de ayuno.

El sacrificio se llevd a cabo por medio de una sobredosis de pentobarbital sédico,
seguida de una perfusion intracardiaca a través del ventriculo izquierdo del
corazon hacia la aorta con aproximadamente 150 ml de solucion salina isoténica al
0.9% seguida de 150ml de solucién de Paraformaldehido al 4% en buffer fosfatos
(0.1 M, con un pH de 7.2).

Los cerebros se extrajeron manualmente y se post-fijaron en Paraformaldehido al
4% durante 24 horas a 4°C, posteriormente, se almacenaron en sacarosa al 30%

por aproximadamente 48 horas a 4°C para su crioproteccion. Se realizaron
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secciones coronales de cada cerebro, a lo largo del hipotalamo, en un criostato a
—21°C, en cortes con un grosor de 30 um. Los cortes se colectaron y almacenaron

en suspension, en una solucion de PBS pH 7.6 a 4°C.

6.2. Inmunohistoquimica

Los cortes seleccionados de cerebro correspondientes al NSQ y ARC se
incubaron en amoprtiguador (Tris base 0.05M con NaCl 0.9% (TBS), 0.25% de
gelatina y 0.5% de Triton X-100 pH de 7.6) (Supermix) con un anticuerpo primario
anti c-Fos realizado en conejo a una dilucion de 1:4000, asi como con el
anticuerpo primario anti a-MSH realizado en oveja (Millipore) a una dilucion
1:10000. Se incubaron por 1 hora a temperatura ambiente con agitaciéon lenta y
toda la noche a 4°C con agitacion lenta.

Después se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con buffer de fosfatos
0.1M, y NaCl 0.09% pH 7.6 (PBS). Al terminar se incubd el tejido en Supermix
con un anticuerpo secundario biotinilado anti conejo, a una dilucion de 1:400,
durante una hora a temperatura ambiente con agitacion lenta. Se lavaron
nuevamente con PBS y se incubaron con el complejo ABC (Vector) a una dilucién
de 1:500 en Supermix por una hora mas a temperatura ambiente con agitacién
lenta, por ultimo se lavaron nuevamente con PBS y se desarrollé el color con 3-3
diaminobenzidina (Sigma) (DAB) (0.5 mg/ml, en TBS pH 7.2), perdxido de
hidrégeno al 30% (15 ul,) y sulfato de amonio y Niquel al 10% (500ul por cada 50
ml de solucion de DAB). Se detuvo la reaccion por medio de dos lavados con PBS
y se observo al microscopio, buscando la marca caracteristica de c-Fos.

Se realizé el mismo procedimiento para el anticuerpo secundario anti oveja,
buscando la presencia de o—MSH. Solo que en el desarrollo de color no se
adiciono el sulfato de amonio y Niquel a fin de obtener una coloracion café para

las neuronas de a—MSH.

6.3 Cuantificacion
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Para determinar si existe un patrén circadiano en la expresiéon de c-Fos en el ARC,
en especial en las neuronas a-MSH, se procedid a cuantificar la cantidad total de
células que contienen c-Fos, por medio del software Image J y la cantidad total de
co-localizacién entre c-Fos y a-MSH se obtuvo por medio de un conteo manual.
Se tomaron 3 secciones coronales por cerebro, de la region del ARC, tomando
una seccion rostral, una media y una caudal.

Esto se realiz6 para cada punto temporal y para cada condicion metabdlica
(ayunados y ad libitum).

Para cuantificar la co-localizaciéon entre c-Fos y a-MSH, se tomaron en cuenta
células marcadas con ambos péptidos que se encuentran al mismo nivel, es decir
que ambas marcas estuvieran en el mismo punto focal, dado que no fue posible

utilizar inmunofluorescencia.

Figura 8. Ejemplo de co-localizaciones. Las flechas indican el tipo de marca que se tomara en

cuenta para determinar una co-localizacion en este trabajo.

6.4. Andlisis estadistico

Para determinar si existe una variacién diaria en la expresion de c-Fos, y y su co-

localizacion con a-MSH se realizaron comparaciones de las medias de los datos
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de cada punto temporal usando Analisis de Varianza de una via para cada una de
las condiciones: alimentacién ad libitum o ayuno. El analisis post Hoc fue realizado
con la prueba de Tukey, El nivel de significancia se establecié en P<0.05.

En cada tiempo se comparé el numero de células positivas en los animales
ayunados contra el valor correspondiente de los animales con alimentacion ad

libitum usando una prueba de T. El nivel de significancia se establecié en P<0.05.

34



7. RESULTADOS

7.1. LAS NEURONAS DEL ARC PRESENTAN UN RITMO DE ACTIVACION BAJO
CONDICIONES AD LIBITUM.

Para determinar si el ARC presenta un ritmo de activacion diaria, se sacrificd un
grupo de animales bajo condiciones ad libitum a distintas horas del dia y se

determind la cantidad de c-Fos total en este nucleo (Figura 9).

Figura 9. Activacion neuronal en el Arqueado en animales alimentados ad libitum. En la parte
superior de la figura, se muestra una seccion significativa de la activacion en el ARC. La grafica
inferior, muestra el promedio de la cantidad total de c-Fos en el ARC a distintas horas del dia,
expresado como el numero de células positivas para c-Fos. Se realizaron comparaciones de las
medias de los datos de cada punto temporal usando Analisis de Varianza de una via. El analisis
post Hoc fue realizado con la prueba de Tukey, El nivel de significancia se estableci6 en P<0.05.
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El ARC presenta una oscilacién diaria en la expresion de c-Fos, con una acrofase
en Zt 22, hora que corresponde al final de la fase obscura del ciclo y un nadir en
Zt 10.

Se cuantificd solamente la cantidad de neuronas a-MSH activadas en cada uno de
los puntos temporales muestreados (Figura 10), es decir, cuantas de estas
neuronas presentan c-Fos en su interior, co-localizaciones entre a-MSH y c-Fos.
Como muestra la figura 10, Zt 22 es el momento del ciclo en el que se presenta la

mayor activacion de estas neuronas.

Figura10. Activacion de neuronas a-MSH en el Arqueado a distintas horas del dia bajo
condiciones ad libitum. En la parte superior de la figura, se muestra una seccién significativa de
la activacion de las neuronas a-MSH del ARC. La grafica inferior, muestra el promedio de la
cantidad total de co-localizacién entre c-Fos y o-MSH en el ARC a distintas horas del dia,
expresado como el numero de células positivas para ambos. Se realizaron comparaciones de las
medias de los datos de cada punto temporal usando Analisis de Varianza de una via. El analisis
post Hoc fue realizado con la prueba de Tukey, El nivel de significancia se establecié en P<0.05.

Esto coincide con el hecho de que la rata, es un animal de habitos nocturnos y por

lo tanto, su fase de alimentacion normal se presenta durante la noche, puesto que
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o-MSH es un péptido que indica saciedad produciendo un efecto anorexigénico,
es decir inhibe la ingesta de alimento, es légico esperar que al final de la noche,
del periodo de actividad del animal, cuando los animales estan saciados, se
presente una alta activacion de esta poblacion neuronal que promueve sefales de

saciedad.

7.2. LAS NEURONAS DEL ARC PRESENTAN UN RITMO DE ACTIVACION AUN
BAJO CONDICIONES DE AYUNO

La aproximacion anterior no demuestra que el NSQ sea el responsable del ritmo
de activacion observado en el ARC y en las neuronas o-MSH del mismo, por lo
tanto, ya que las poblaciones neuronales del ARC responden a sefiales
metabdlicas resultado de la ingesta de alimento y el estado energético del
organismo, se eliminé la senal “alimento” ya que si el NSQ, o sefiales circadianas
son las responsables de dirigir los cambios diarios observados en el ARC bajo
condiciones ad libitum, entonces la falta de alimento no debera ser un factor que
modifique dicha expresion. Para comprobar esta hipétesis, se ayunoé a otro grupo
de animales por un periodo de 48h previas al sacrificio, realizado durante los
mismos puntos temporales ya mencionados y se cuantificé la cantidad total de c-
Fos en el ARC asi como su co-localizacién con a-MSH.

En el caso de la activacion total del ARC (Figura 11), se encontrd que el patron
diario de expresion de c-Fos no se encuentra modificado a causa del ayuno a
excepcion de tres puntos temporales mostrados en la figura 11 con un asterisco.

A pesar de que los animales fueron ayunados, el ARC sigue presentando un perfil
de actividad en la expresion de c-Fos, similar al que presenta cuando los
animales se encuentran bajo condiciones de alimentacion ad libitum. Podemos
observar que en tres puntos temporales se muestra una diferencia significativa
entre los animales ad libitum y ayunados (Zt2, 14 y 22), la expresion total de c-Fos

en el ARC se ve disminuida en estos puntos durante las condiciones de ayuno.
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Figura 11. Comparacion del ritmo de activacion neuronal del Nucleo Arqueado bajo
condiciones ad libitum y bajo condiciones de ayuno. En la parte superior de la figura, se
muestra una seccion significativa de la activacion en el ARC en animales ayunados. La grafica
inferior, muestra el promedio de la cantidad total de c-Fos en el ARC a distintas horas del dia,
expresado como el numero de células positivas para c-Fos tanto en animales alimentados ad
libitum como en animales ayunados. Se realizaron comparaciones de las medias de los datos
de cada punto temporal usando una serie de pruebas de T para muestras no pareadas. El nivel
de significancia se establecié en P<0.05, diferencias encontradas entre las horas de las dos
condiciones, se encuentran marcadas con un asterisco.

De la misma manera se evalud la cantidad de co-localizaciones entre c-Fos y a-
MSH para determinar si existe alguna diferencia en la activacion diaria de estas
neuronas bajo condiciones de ayuno (Figura 12), a pesar del ayuno la activacion

de estas neuronas de actividad anorexigénica persiste.
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Figura 12. Comparacion del ritmo de activacion de las neuronas «-MSH del Nucleo
Arqueado bajo condiciones ad libitum y bajo condiciones de ayuno. En la parte superior de la
figura, se muestra una seccion significativa de la co-localizacion de c-Fos y a-MSH en el ARC en
animales ayunados. La grafica inferior, muestra el promedio de la cantidad de co-localizaciones en
el ARC a distintas horas del dia, expresado como el nimero de células positivas para c-Fos y a-
MSH tanto en animales alimentados ad libitum como en animales ayunados. Se realizaron
comparaciones de las medias de los datos de cada punto temporal usando una serie de pruebas
de T para muestras no pareadas. El nivel de significancia se establecié en P<0.05, diferencias
encontradas entre las horas de las dos condiciones, se encuentran marcadas con un asterisco.

La co-localizacién entre c-Fos y a-MSH no mostré ninguna diferencia significativa
entre animales ad libitum y ayunados, es decir la expresidn diaria de estas

neuronas no se ve afectada por el ayuno.
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8. DISCUSION

Nuestros resultados demuestran que los animales que se encuentran bajo
condiciones de alimentacién ad libitum presentan un ritmo diario en la activacion
en el ARC, con una acrofase en Zt 22, tanto en la activacion total del ARC, como
en la activacién de las neuronas a-MSH, por lo que se podria pensar que esta
dada en respuesta a la ingesta de alimento nocturna, con respecto a la funcion del
péptido a-MSH, esto coincide con una sefal de saciedad al final del periodo de
alimentacioén del organismo.

Estos resultados no demuestran que la actividad observada en el ARC, esté
siendo dirigida por el NSQ, dado que el patron de expresion de estas neuronas
podria estar siendo determinado por el cambio normal de los niveles metabdlicos y
sobre todo la conducta alimenticia que afecta al ARC. De esta manera, se
determiné si este patron de actividad era, de alguna manera distinta o similar al
observado bajo condiciones ad libitum, si se retiraba la sefal ingesta de alimento.
Bajo condiciones de ayuno, 48h previas al sacrificio, este patron de actividad en la
activaciéon total del ARC y en la actividad especifica de las neuronas o-MSH,
persiste.

Trabajos previos, han caracterizando el ritmo de secrecion diaria de la proteina a-
MSH, en la glandula Pineal (O'donohue T, et al. 1980), este coincide con el
demostrado en esta tesis, con la excepcidén de que dicho trabajo no demuestra la
influencia del NSQ en la secrecion de a-MSH en la Pineal, y es independiente del
ARC.

Una comparacion estadistica entre las distintas horas muestreadas en condiciones
ad libitum y condiciones de ayuno, muestra que en cuanto a la actividad total del
ARC existen tres momentos en los que este nucleo disminuye su activacion total
en el ayuno, Zt 2, 14 y 22, sin embargo, la activacion observada en las neuronas
o-MSH, no presenta diferencias significativas entre animales ad libitum vy

ayunados. Esta persistencia en el patrén de activacion neuronal del ARC que
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responde principalmente a sefiales metabdlicas, especificamente la persistencia
de la activacion en las neuronas o-MSH, en ayuno, sugiere la influencia de
sefales circadianas que dirigen la activacion.

A pesar de esto, podemos observar que en Zt 22, aproximadamente el 10% de las
neuronas activadas del ARC en condiciones ad libitum, son neuronas o-MSH,
mientras que en condiciones de ayuno, el porcentaje de neuronas o-MSH
aumenta al 20%, estas observaciones sugieren una accion distinta de las
neuronas a-MSH del ARC.

Es importante mencionar que el marcador de activacion c-Fos, que se observa en
el momento del sacrificio es marca de la activacion de 40 a 90 min anteriores a la
perfusion.

En general las neuronas a-MSH del ARC, se piensa se encuentran involucradas
en la inhibicion de la ingesta de alimento, asi como en el gasto energético
(Hoggard N, 2004 y Sarkar S, et al., 2002), el presente estudio sugiere que sus
funciones podrian percibirse mas alla de la visidon de su accion anorexigénica a
nivel central, puesto que su activacion persiste aun bajo condiciones de ayuno.
Observandose un maximo de activacion en estas neuronas, solamente cerca del
final de la fase de actividad del organismo, tanto bajo condiciones ad libitum como
en ayuno, la sefial producida por estas neuronas en el ARC, podria estar
relacionada con procesos fisioldgicos de transicion, de la fase de actividad a la
fase de reposo. Contrario a lo que se esperaria de un neuropéptido que senaliza
saciedad en la fase de reposo, el cual debiera presentarse por un periodo de
tiempo mas prolongado, lo cual no se observa, ya que existe una disminucién en
la activacion de a-MSH durante Zt 2.

La persistencia de la oscilacién en la actividad de estas neuronas, o-MSH, a
pesar del estado de ayuno, es una evidencia de que el NSQ podria estar
influenciando su actividad, aunado a esto, se sabe que existen eferencias directas
del NSQ al ARC vy viceversa (Yi C., et al. 2006). Sin embargo, no es claro cémo
se lleva a cabo dicha modulacion circadiana.

Una posible explicacion es, que el NSQ se encuentra inhibiendo a las neuronas a-

MSH, dado que podemos observar una disminucion de la activacién después del
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encendido de la luz en Zt 2 y los niveles permanecen bajos, hasta Zt 18,
sugiriendo que la sefal de o-MSH tiene la funcion de permitir la transicion del
estado de vigilia y al estado de reposo. Estas hipdtesis tendran que ser
profundizadas en estudios posteriores.

o-MSH, tiene otras funciones en la periferia, tales como, la estimulacion de la
produccion de melanina en melanocitos, supresion de la respuesta inmune (Chang
S,et al,, 2008 y Luger T, et al., 2003), adaptacion de la pigmentacién en piel con
respecto a cambios de temperatura ambientales en Xenopus leavis (Tonosaki Y,
et al. 2004) y como un péptido antipirético cuando es inyectado especificamente
en el Area Septal (Roth J. 2006), por lo que no es dificil pensar, que pudiera estar
involucrado en otros procesos a nivel central, distintos a la inhibicion de la ingesta
de alimento.

Se sabe que las neuronas POMC del ARC, precursoras de a-MSH, presentan
diferentes fenotipos, GABAérgicos y Colinérgicos (ACh) (Meister B, et al., 2006 y
Hentges S, et al., 2004), lo que sugiere una separaciéon en las funciones de las
poblaciones neuronales que contienen a este péptido. Sin embargo, no se ha
explorado ni la posibilidad de una colocalizacion con GABA y ACh en la misma
neurona POMC, ni la co-liberacion de estos neuropéptidos, es decir la dinamica de
actividad y regulacion de estas neuronas, no se ha sido explorada por completo.
Es por esto, que pensamos que existen distintas funciones para las
subpoblaciones de a-MSH, ya que no todas estas neuronas se activan al mismo
tiempo, estas observaciones tendran que ser estudiadas posteriormente, dado que
existe la posibilidad de que las neuronas presentes en la zona rostral del ARC
sean una poblacion que responde a la sefial del NSQ, y las mas caudales,
poblacién que generalmente es analizada en protocolos que involucran ingesta de
alimento, sean las que responden a esta senal principalmente, aunque un patrén

circadiano también se encuentre presente en ellas.
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9. CONCLUSION

Este trabajo provee evidencia a cerca de la interaccion funcional del NSQ sobre el
ARC, a pesar de que existen trabajos que han descrito una oscilacion en la
activacién y transcripcion en el ARC, ninguno ha demostrado que esta expresion
sea debido a una influencia circadiana y no a la generacion de ritmos metabdlicos
periféricos que modifiquen la expresion del ARC, esta posibilidad tendra que ser
descartada con futuros experimentos que demuestren la influencia directa del
NSQ sobre el ritmo de activacion del ARC, de manera independiente a las

oscilaciones de los niveles metabdlicos en la periferia.
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