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RESUMEN

El ndcleo supraquiasmatico (NSQ) es conocido como el reloj bioldgico, ya que modula los ritmos
circadianos en los mamiferos, sin embargo, las vias que éste usa para modular los sistemas
periféricos no estan del todo descritas.

El presente trabajo aporta evidencia de la relaciéon entre la actividad del NSQ y la del nucleo
arqueado (ARC) que es el encargado de mantener la homeostasis y el balance energético. El ARC
recibe e integra sefales metabdlicas directamente del torrente sanguineo, debido a su
localizacion en el cerebro. Se ha demostrado que existen conexiones anatdmicas entre ambos
nucleos, a través de estudios realizados con marcadores retrégrados (Yi et al., 2006), el andlisis
de activacién neuronal de ambos nucleos (Yi et al., 2006; Guzman et al., 2005, Buijs, 2004);
ademas de la conexién a través de neuropéptidos especificos (Maro-Chao, 2015); sin embargo,
como se modulan el uno al otro no se encuentra bien descrito.

Para investigar la relacidon entre la actividad de estos nucleos se analizé la activacidon de
neuronas en el ARC por medio del analisis de la expresidén de c-Fos y genes involucrados en la
respuesta metabdlica orexigénica, como neuropétido Y (NPY) y Proteina relacionada a aguti
(AgRP), asi como aquellos involucrados en la recepcion de glucosa el transportador 2 (GLUT2) y
precursores de inhibidores del sistema nervioso central, como GAD67. Esto se realizd en
animales con lesion del NSQ a lo que se les indujo un estado hipoglucémico en ZT2. Se
obtuvieron muestras de sangre en los minutos posteriores para la cuantificacién de glucosa
plasmdtica. Posteriormente, los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico para
realizar una perfusion intracardiaca, se extrajo el cerebro, y se analizd la expresién de los
mensajeros por medio de técnicas de inmunohistoquimica e hibridacién in situ.

La lesién del NSQ aumenta la sensibilidad a insulina, por lo cual la produccion de glucosa
aumenta y disminuye en los primeros 30 minutos en animales con lesién del NSQ e hipoglicemia
celular inducida. Ademas, el NSQ modula la actividad neuronal del ARC de manera inhibitoria,
generando asi un aumento en la actividad de los animales con lesion del NSQ.

Se sugiere que el NSQ modula la actividad del ARC, sin embargo se proponen vias alternas que
también juegan un papel importante en la activacion neuronal del ARC, ademas de la
participacién de nucleos involucrados en el control del sistema metabdlico como el nucleo
paraventricular (PVN), el dorsomedial (DMH) y el ventromedial (VHM).



INTRODUCCION

Los seres vivos se encuentran expuestos a cambios ciclicos del medio ambiente
(iluminacién, temperatura, humedad, salinidad, pH, etc.), debido a esto, han desarrollado
la capacidad de predecir y adaptarse a las variaciones del medio, a través de diversos
mecanismos fisiolégicos y conductuales que se modifican dependiendo de sus

necesidades.

Walter Cannon acuiié el término homeostasis tras la publicacion de La sabiduria del
Cuerpo (1932) donde presento ejemplos de la tendencia de las funciones corporales a
mantener un nivel constante. A través de la recaudacién de la informacién generada por
diversos estudios donde se mostraba la existencia de multiples mecanismos de
autorregulacién en el organismo, por primera vez, en 1929 definié la homeostasis como
“un conjunto de procesos fisiolégicos coordinados que generan la estabilidad del
organismo” con ello Cannon logra separa el concepto homeostasis del de equilibrio,
aclarando que la homeostasis implica una condicién dindmica que se mantiene constante

por su propia variacién.



MARCO TEORICO
1. HOMEOSTASIS

El término homeostasis se refiere a la interaccién, entre el medio interno y el medio
externo, generando un equilibrio como consecuencia de la accidn de procesos fisiolégicos
y conductuales. Este equilibrio es logrado mediante la comunicaciéon que se establece
entre los sistemas del organismo a través de sefales que son integradas en sistemas de
receptores y a través de efectores que se retroalimentan entre si, lo cual es conocido

como sistema homeostatico (Randall et al., 2001).

Los sistemas homeostaticos se caracterizan por: 1) ser un sistema de retroalimentacién
negativa, es decir, que un cambio en la variable estable genera una respuesta que mueve
la variable en sentido opuesto; 2) no presentan una variable fija, es decir, ésta oscila
dependiendo del medio externo y 3) no son inmutables, es decir, poseen la capacidad de
generar un cambio como respuesta a un estimulo persistente en el tiempo (Randall et al,,

2001).

Por otro lado, los sistemas homeostaticos pueden desencadenar diferentes respuestas

ante los cambios en las variables:

e Homeostasis Reactiva: es una respuesta como consecuencia a la perturbacién en
las condiciones del medio interno; la respuesta es generada al momento del
cambio en la variable, es decir, al momento de una perturbacién en el sistema,
nunca la precede. Cuando las concentraciones plasmaticas de glucosa aumentan o
disminuyen del rango establecido, entran en marcha mecanismos de regulacion

para restaurar el sistema.



e Homeostasis Anticipada: se denomina asi a la respuesta que se genera cuando se
detecta un cambio que posiblemente modifique la variable e inmediatamente se

desencadena la respuesta adaptativa.

e Homeostasis Predictiva: ésta fue descrita por Moore en 1986, y es la respuesta
homeostatica que se presenta antes de que un estimulo externo altere la variable.
Las concentraciones de hormonas plasmdticas como el cortisol se modifican horas
antes de despertar, como resultado de la actividad del sistema digestivo que

anticipa la ingestién de alimentos.

Esta ultima se basa en la naturaleza oscilatoria de las funciones fisioldgicas que a su vez
son sincronizadas por los ciclos de luz-oscuridad, que conlleva a que presenten un ritmo

de 24 horas o cercano a éste (Cardinali, 1992).

2. RITMOS

Todos los procesos fisiologicos que lleva a cabo el organismo presentan variaciones a lo
largo del tiempo, caracterizadas por la alternancia entre periodos de maxima o minima
actividad. Estos cambios en las variables se expresan en procesos internos, como la
temperatura corporal, la sintesis y liberacion de glucosa, la liberacién de insulina, asi como
en la conducta de los animales como la actividad reproductiva, el ciclo suefio-vigilia y de

alimentacion (Gruart et al., 2002).

Cuando los cambios de una variable presentan un periodo estable el cual es recurrente y
predictible, ya sea un proceso fisiolégico o conducta, se denomina como ritmo biolégico

(Gruart et al., 2002; Delgado, 2010).



Existen tres caracteristicas que describen a los ritmos biolégicos (Figura 1):

e Periodo: Intervalo de tiempo entre dos acontecimientos idénticos que completan
un ciclo repetitivo de una variable.

e Frecuencia: numero de repeticiones por unidad de tiempo de un suceso periddico.

e Amplitud: la magnitud del cambio en la variable desde una linea base hasta el
punto maximo de una variable.

e Fase: momento en el que ocurre un evento particular dentro de un ciclo.

Estas caracteristicas pueden ser medidas y proporcionar datos numéricos sobre el ritmo y
por tanto, generan la posibilidad de un andlisis cuantitativo (Gruart et al., 2002; Koukkari

y Sothern, 2006).

LD15:9(15 h Luz. 9 h Oscunidad)

Periodo (1)

T = 24h

T T
00 12 00 12
Figura 1. Caracteristicas del Ritmo. Periodo en tiempo de 24 horas, Amplitud y las
diferentes fases del ritmo. Tomado y modificado de Koukkari y Sothern, 2006.



2.1. Clasificacion de los ritmos bioldgicos

Los ritmos bioldgicos pueden clasificarse dependiendo de la duracién de su periodo en

(Koukkari y Sothern, 2006; Delgado, 2010):

e Ultradiano: ritmos que presentan un periodo menor a 24 horas, como el disparo
de las neuronas o la frecuencia respiratoria y cardiaca.

e Infradiano: ritmos que presentan un periodo mayor a 24 horas, como el ciclo
menstrual y los ciclos migratorios.

e Circadiano: Periodo de aproximadamente 24 horas, como el suefio vigilia o las
variaciones diarias de temperatura.

Los ritmos circadianos han sido los mas estudiados debido a la importancia de su

participacién en procesos fisiolégicos y conductuales.

2.2.Ritmos circadianos

Los ritmos circadianos se encuentran implicados en un gran numero de procesos
fisioldgicos y conductuales. Estos poseen una duracién aproximada de 24 horas y son
sincronizados por senales ambientales, generando que la mayoria de los ritmos estén
sincronizados con el ciclo de luz-oscuridad. Este Ultimo genera lo que se denomina cambio
de fase provocando una adaptacion general del organismo (Sehgal, 2004; Koukkari y

Sothern, 2006; Delgado, 2010).

Una caracteristica de los ritmos circadianos es su caracter enddgeno, es decir, su
persistencia bajo condiciones contantes. En ausencia de luz se exhiben una oscilacion en

libre corrimiento y su duracién varia dependiendo de la especie, en animales diurnos el



ritmo es mas corto de 24 horas y en animales nocturnos es mas largo (Sehgal, 2004;

Delgado, 2010). Esta persistencia se debe al control genético sobre el ritmo circadiano,

ademas de la existencia de multiples osciladores a nivel celular.

La sincronizacion de las funciones de un organismo se encuentra determinada por un
marcapasos central que transmite sefales temporales al resto del cuerpo; este
marcapasos puede ser un grupo de neuronas, un ganglio o areas especificas en el cerebro,
dependiendo de la especie (Koukkari y Sothern, 2006). Por ello se habla de un control
enddgeno y de uno exdgeno de los ritmos bioldgicos. Especificamente en los ritmos
circadianos existen multiples datos que corroboran que en los mamiferos este control es

enddgeno y es sincronizado por la luz a través de un Reloj Biolégico (Sehgal, 2004).

3. NUCLEO SUPRAQUIASMATICO: EL MARCAPASOS DE LOS MAMIFEROS

En los mamiferos los estudios para conocer este marcapasos fueron lentos, en 1960
Richter realizd una serie de lesiones en cerebros de ratas con los cuales hipotetizé que el
generador del control temporal del organismo se encontraba en el hipotalamo.
Posteriormente en 1972, se observd que los animales con lesién del Nucleo
Supraquiasmatico (NSQ) presentaban un ritmo alterado en la secrecién de glucosa y
serotonina, causando también la pérdida de la actividad locomotora y del ciclo suefio-
vigilia; por lo cual se considerd al NSQ como el candidato ideal para ser el marcapasos

central (Moore, 1972; Stephan y Zucker, 1972; Dann, 2010).

Posteriormente, Inouye y Kawamura (1979) mostraron que el NSQ tiene la capacidad de
mantener oscilaciones ritmicas in vitro. Por otra parte, Menaker (1990) evidencié que el
trasplante de NSQ de embriones de mutantes a huéspedes salvajes con lesién del NSQ
restauraba la ritmicidad de funciones fisiolégicas y conductuales, estableciendo el periodo

del donador.



El Nucleo Supraquiasmatico en los mamiferos es una estructura bilateral que se localiza en
el diencéfalo del cerebro en la base del hipotdlamo (Figura 2), que es el regulador principal
de las funciones corporales, endocrinas y metabdlicas (Moran, 2006). EIl NSQ posee dos
regiones, la ventrolateral y la dorsomedial con poblaciones neuronales distintas (Hannibal

y Fahrenkrug, 2006).

Figura 2. Localizacion del NSQ. A) Corte coronal y B) corte sagital de cerebro donde se aprecia el NSQ
(rojo) en la base del hipotalamo por arriba del Quiasma Optico. Tomada y modificada de Paxinos y
Watson, 2006.

A pesar de la capacidad de generar y mantener un ritmo independiente a sefiales
externas, el NSQ es sincronizado por medio de la recepcién de informacién fética
proveniente de la retina (Dann, 2010). Durante los afios noventa se encontré que los
axones de células ganglionares fotosensibles de la retina son proyectadas hacia el cerebro
formando el tracto retino-hipotaldmico (TRH) que llega a la porcion ventrolateral del NSQ.
Las terminales nerviosas de dichos axones liberan dacido glutdmico, un aminoacido
excitador que genera la actividad sincronizada de las diferentes poblaciones neuronales
con el ciclo luz-oscuridad (Klein et al. 1991; Moore, 1993; Aguilar-Roblero, 2004; Delgado,
2010; Silver y Rainbow, 2013).



3.1.Poblaciones neuronales del Nucleo Supraquiasmatico

El NSQ presenta una gran diversidad de poblaciones neuronales que presentan un ritmo
caracteristico y variado integrandose para coordinar el control del cuerpo (Antle y Silver,
2005). La region ventromedial del NSQ (core) estd compuesta por neuronas que sintetizan
Sustancia P (SP); en cultivos in vitro las células que sintetizan SP presentan cambios de
fase durante la tarde y noche a consecuencia de los impulsos de luz, lo que se considera
como una seial intranuclear en el NSQ (Antle y Silver, 2005). Por otra parte, el Péptido
Intestinal Vasoactivo (VIP) estd presente en toda el area activando genes reloj (Per 1y 2);
su aplicaciéon en animales sincronizados genera un cambio especifico de fase, similar al
producido por la luz. En estudios recientes se ha propuesto como neurotransmisor de
acoplamiento de la actividad en el NSQ (Piggins et al. 1995; Antle y Silver, 2005; Welsh et
al., 2013). El péptido liberador de gastrina (GRP) induce la activacidn de genes reloj y c-Fos
tras la exposicion a luz y al igual que VIP genera cambios de fase cuando es aplicado en
cultivos in vitro, aunado a la perdida de la actividad locomotora en animales sincronizados

(Antle y Silver, 2005; Welsh et al. 2013).

El conjunto de neuronas del NSQ presentan una actividad neuronal similar que genera un
ritmo cercano a las 24 horas, que es dependiente de las condiciones de luz-oscuridad (Van
den Pol y Tsujimoto, 1985). En animales en condiciones constantes dichas neuronas

pierden el ritmo de actividad (Inouye, 1996).

Por otra parte la region dorsomedial del NSQ contiene neuronas liberadoras de
Somatostatina (SS) y de neuronas de Arginina Vasopresina (AVP), uno de los principales
neurotransmisores del sistema nervioso central (SCN) (Klein et al., 1991; Inouye, 1996). La
actividad de AVP se mantiene presente en el NSQ por mas de 24 horas con su pico
maximo durante el dia (Kalsbeek, 1995), mientras las neuronas SS presentan su maxima

actividad durante la noche. En cuanto a su papel en el NSQ se sugieren que las neuronas



de SS se encargan de automodular la actividad de NSQ y las neuronas de AVP se encargan

de la salida de informacion (Hamada et al., 1993).

El NSQ también contiene neuronas GABAérgicas distribuidas a lo largo del nucleo, las
cuales formas interconexiones entre las neuronas del NSQ. Actian de manera inhibitoria y
excitatoria bajo ciertas condiciones (Antle y Silver, 2005). Algunos estudios muestran un
aumento de actividad neuronal en el NSQ durante el dia (Inouye, 1996). Su aplicacién de
diaria genera cambios de fase. De tal manera GABA es considerado un modulador general

del NSQ (Reppert et al. 1985; Lui y Reppert, 2005; Welsh et al.,2010).

DORSOMEDIAL
A)

@ VP PHI,GRP OcCaB @SS @ VP

Figura 3. Poblaciones neuronales del NSQ. A) Regidn dorsomedial y ventrolateral. Puntos rojos VIP,
PHI y GRP; Amarillo neuronas CalB, Verde SS y Negro VP. El soma de las neuronas representadas por
circulos grandes y fibras con circulos pequefios. B) Inmunofluoresecencia de VIP en rojo y AVP en
verde. Tomado y modificado de Helfrich y Foster 2004.

En conjunto todos estos neurotransmisores modulan la actividad del Nducleo
Supraquiasmatico, que se activa durante el dia y disminuye su actividad durante la noche,

presentando un ritmo de 24 horas marcado por los cambios de fotoperiodo.
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El NSQ tras recibir informacion a través del tracto retinohipotaldmico (TRH) es
sincronizado con el ciclo luz-oscuridad ambiental, a su vez el NSQ envia informacion hacia

relojes periféricos para sincronizar la actividad del organismo con el ambiente.

3.2. Eferencias del Nucleo Supraquiasmatico

El NSQ es el encargado de mantener el control del organismo, por lo que recibe y envia
sefiales nerviosas y humorales a diversas areas dentro y fuera del SNC, sin embargo las
conexiones y su funcionamiento no ha sido del todo dilucidado. Ejemplo de esto es la
respuesta del organismo al aislamiento del NSQ, manteniendo ritmos de actividad
locomotora y alimentacidén, pero sin mantener el ritmo de actividad neuroendocrina

(Lehman et al,. 1987; Meyer-Bernstein et al., 1999).

La informacion sobre la distribucion de las proyecciones del NSQ se obtuvo por medio del
uso de trazadores, inmunohistoquimica y la lesién del propio nucleo. Esto permitié
conocer hacia donde se proyectan las vias de salida del NSQ (Watts y Swanson, 1987;

Watts et al., 1987).

De las multiples eferencias se pueden sefalar tres grupos: hacia neuronas endocrinas,
neuronas pre-autondmicas y neuronas intermediarias. El primer grupo son neuronas
liberadoras de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y de la hormona liberadora
de gonadotropinas (GnRH) con las cuales existe una conexién directa. El segundo grupo
estd conformado por las neuronas pre-autonémicas, que son aquellas que se encuentran
en la base de la conexidon pre-ganglionar simpatica y parasimpatica del tallo cerebral y Ia
médula espinal. Por ultimo, las neuronas llamadas intermediarias que son las encargadas
de integrar la informacidn circadiana con otras salidas hipotaldmicas antes de que lleguen

a la via endocrina (Figura 4) (Kalsbeek et al., 2006).
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VP/OT| | HPG | | HPT | | HPA Insulina/Glucagon Leptina melatonina

Neuronas Endocrinas Neuronas
Magnocelulares e Hipofisiotréficas Preautondmicas

Neuronas Intermedias

NSQ

Figura 4. Eferencias del NSQ. Tres grupos principales de eferencias diferenciadas por el tipo de
neuronas que participan. Neuronas endocrinas, Integradoras intermedias y Pre-autondmicas. VP
(vasopresinas), OT (oxitocina), HPG (eje Hipotaldmico-pituitario-gonadal), HPT (eje Hipotalamico-
pituitario-tiroideo), HPA (eje Hipotaldmico-pituitario-adrenal). Tomada y modifica de Kalsbeek, 2006.

Las eferencias del NSQ se encuentran distribuidas en una gran porcién del hipotalamo,
como en el drea pre-éptica medial (MPA), el hipotdlamo dorsomedial (DMH) y en las
neuronas pre-autondmicas del nucleo paraventricular (PVN). En menor cantidad hacia
areas neuroendocrinas del PVN, el nucleo arqueado (ARC) y las neuronas pre-autondmicas
del MPA (Watts y Swanson, 1987; Watts et al., 1987). Posteriormente se encontraron
proyecciones que terminan en el nucleo geniculado lateral (LGN), el paraventricular del

tdlamo (PVT) y neuronas GnRHérgicas (Figura 5) (Buijs y Kalsbeek, 2002).
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Entrada de

Informacion

Figura 5. Sefializacion del Nucleo Supraquiasmatico. Entrada de informacién fdtica al NSQ y eferencias del
NSQ hacia dreas hipotalamicas y cerebrales. Tomada y modificada de Buijs y Kalsbeek, 2002.

El conocimiento de las multiples conexiones del NSQ ha permitido analizar su
participacién en los procesos neuroendocrinos y su ritmicidad, generando interés entre
diversos grupos de investigacion sobre el control homeostatico y metabdlico aunado a la

ritmicidad, tomando como punto de partida al NSQ (Kalsbeek et al., 2006).

Se ha mostrado que las senales metabdlicas como la glucosa plasmatica modifican las
propiedades electrofisioldgicas del NSQ asi como la participacién de ésta en nucleos
especificos como el PVN, el nucleo del tracto solitario (NTS), el hipotalamo ventromedial y

el nucleo arqueado (ARC) (Oomura et al., 1969; Cone et al, 2001; Leibowitz, 2004;
Solomon, 2006).

3.3 Produccion ritmica de glucosa.

La glucosa es una biomolécula metabdlica fundamental para mantener el estado
energético del organismo, ya que la mayoria de los tejidos y drganos la utilizan como
fuente de energia. La demanda de glucosa en el organismo depende del uso por parte de

los diversos procesos fisioldgicos y conductuales. La principal fuente de glucosa es la

13



ingesta de alimento; una vez en el sistema puede ser utilizada o almacenada en forma de
glucégeno, sin embargo la concentracion de glucosa en el sistema es el resultado de la
produccién hepatica (Hill y Wyse., 2006). La glicemia es el término para definir la
concentracion de glucosa en plasma, cuando las concentraciones de glucosa en plasma
son bajos se habla de hipoglicemia y cuando son altos de hiperglicemia (Randall et al.,

2001).

La concentracién de glucosa presenta un pico maximo al inicio de la fase de actividad,
como respuesta para satisfacer la demanda de uso de glucosa por parte del organismo por
el gasto energético, ademads de presentar variaciones a lo largo del dia que dependen del
consumo de glucosa por parte del organismo vy la sensibilidad a la insulina (Randall et al.,

2001; Hill y Wyse 2006).

Glucosa mm/mol
N
T

0 6 12 18 24

Tiempo (horas)
Figura 6. Concentraciones de glucosa plasmatica en rata. Concentracion de glucosa en plasma en

un periodo de 24 horas con pico maximo al inicio de la fase de oscuridad (negro), con disminucién
en la fase de luz (blanco). Tomada y modificada de la Fleur 1999.
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El NSQ modula las variaciones diarias de produccién de la glucosa mediante el control de
la secrecidon de hormonas glucogénicas y su accion a nivel hepatico mediante la inervacién
simpatica y parasimpdtica. Las variaciones plasmaticas de la concentracién de insulina
parecen estar relacionadas con el momento de la alimentacién que es dirigido por el NSQ.
Las ratas son mas sensibles a la insulina en el inicio del periodo de actividad, coincidiendo

con el pico maximo de glucosa (la Fleur, 2001).

Diferentes estudios se evidencian la participacién del hipotdlamo en la modulacion de la
produccién de glucosa, posteriormente por medio del uso de 2 Deoxy-D-glucosa (un
analogo de glucosa que impide la cascada de seiializacién a nivel celular generada por la
glucosa, 2DG) se mostrd que el NSQ es esencial en el metabolismo de ésta. Asimismo el
uso de trazadores evidencid una conexion entre el reloj circadiano y el higado, por medio
del sistema nervioso auténomo sugiriendo que el NSQ modula los niveles de glicemia
través del sistema autéonomo con un ritmo de 24 horas (la Fleur et al.,, 1999; Cailotto,

2005, Cuesta et al., 2009).

La relacidn existente entre el sistema nervioso central y periférico en la modulacién de la
glucosa se ha reforzado gracias a diversos estudios. Se mostré que la lesién del NSQ
genera la alteracion en los niveles de la glicemia del animal; de igual manera la infusién de
glucosa disminuye los niveles de insulina y glucosa en animales con lesidn del NSQ. Es
importante destacar que en animales con lesidon del NSQy a los que se les inyecto insulina
respondieron de manera similar a los grupos controles, concluyendo que existe una
separacion en las vias de respuesta a los cambios de la glucosa dependiendo de la hora del

dia (la Fleur et al., 2001).

Por otro lado, el higado posee inervacidn de tipo simpatica y parasimpatica, con origen en
el hipotdlamo donde se genera el control de la produccién de glucosa en el higado (Hill y
Wyse 2006). Para determinar la participacién de la inervacidon hepatica en la modulacion

de la glicemia, se realizaron estudios en los cuales animales con denervacién del higado
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presentan alteraciones en el ritmo diario de glucosa plasmatica, lo que confirma una
participacion de la inervacidn simpatica y parasimpatica en dicho proceso (Kalsbeek et al.,

2006; Kalsbeek et al., 2008; Shiuchi et al., 2009).
4., METABOLISMO Y SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

Los diversos estimulos que recibe el cerebro son fundamentales para el conocimiento del
estado metabdlico periférico. Las hormonas, péptidos y otras moléculas son las
encargadas de llevar el mensaje al SNC, ya sea mediante impulsos nerviosos generados en
la periferia o a través del flujo sanguineo directamente en el cerebro; de esta manera el

cerebro controla las funciones y mantiene la homeostasis (Figura 7) (Pamie, 1998).

NSQ
¢ Actividad
Autonomica .
Tejido
Sistema Endocrino )

; \/\ Metabalismo

6:00 18:00 6:00 RECEDLOI' de

senales
Hormonoles

Factores Externos

Figura 7. Control del metabolismo. Las sefiales endocrinas, neuronales y externas se integran
para mantener el metabolismo del organismo.
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El cerebro recibe dos sefales principales, las humorales y las neuronales a través del NTS y
los drganos circunventriculares (CVQO’s), respectivamente. El NTS es una entrada de
informacidén por diversas vias del sistema periférico como aferencias del vago, del sistema
respiratorio, cardiovascular y del tracto gastrointestinal (Crossman, 2007). En el NTS se
encuentra el area postrema (AP) uno de los CVQO'’s, asi la informacion neural proveniente
de los érganos internos y las diversas moléculas en la sangre son canalizadas a través del

NTS hacia diferentes nucleos en el cerebro (Johnson y Gross, 1993; Crossman, 2007).

Los CVO’s son un conjunto de células neuronales que se localizan en los bordes de los
espacios ventriculares presentandose en los ventriculos laterales 3° y 4°; se caracterizan
por encontrarse en contacto con dos medios, el liquido cerebroespinal y la circulacién
sanguinea, actuando como traductores de sefales entre estos, que unido a las conexiones
estratégicas con diversos nucleos establecen conexiones neuronales fundamentales, lo
gue permite que estén implicados en el proceso homeostatico y metabdlico (Johnson y

Gross, 1993).

Los CVO’s estan catalogados como sensoriales, ya que responden a factores circulantes en
la sangre, enviando informacién axonal hacia diversos nucleos. Dentro de los CVO's el
drgano vascular de la ldmina terminal (OVLT) y la eminencia media (ME) estdn situados a

la altura del ARC (Figura 8) (Fry et al., 2007).

17



/’ 1 B Sl
/ N \
g 7=
[ TN
| ( pyn _ SFO Yo /
o
MN P /

1 'I
\\' XA S
RE

SFO

Figura 8. Organos Circunventriculares. El OVLT (azul) y la ME (no sefialada) se encuentran en el rea
contigua al ARC (rojo), en la base del hipotdlamo. Tomada y modificada de Fry, 2007.

Ademas de los CVO’s diversas estructuras del hipotdlamo y el tallo cerebral como el NTS,
el nervio motor vago, el PVN y el ARC estdn involucrados en la deteccidon de sefiales
metabdlicas. La recepcién de estas sefales provee informacidn para el control autonémico
y neuroedocrino generando un control periférico. La regulacién de la homeostasis por
parte del SNC involucra la deteccién de senales de feedback, su integracién y la salida de

sefiales hacia los efectores (Fry, et al., 2007).

El ARC proyecta fibras nerviosas a diversos nucleos que participan en el control
metabdlico (Figura 9), sea por ingesta de alimento, generacidon de reservas energéticas,
secrecidon de hormonas en drganos periféricos, etc., al igual que el PVN, DMH y LH. El PVN
es un centro regulador de la homeostasis energética, se ha observado que la lesién de
dicho nucleo provoca hiperfagia y la activacion de neuronas que expresan Proteina

relacionada a Agouti (AgRP) en el ARC. De igual manera el DMH es un centro del control
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de la ingesta de alimento y actla conjuntamente con el PVN para la iniciacion vy

mantenimiento de la misma (Sternson, 2012).

. PAG

K_' PBN -
NTS

AGRP |
(/ ~ ARC
POM&; \

Sehales
metabdlicas

BST PVH

Figura 9. Eferencias del Nticleo Arqueado. Proyecciones del ACR a areas hipotalamicas y cerebrales
implicadas en el control metabdlico y homeostasis energética, como ingesta de alimento, control de
glucosa y hormonas. Tomada y modificada de Sternson 2012.

5. NUCLEO ARQUEADO: CENSOR METABOLICO DEL CEREBRO

Al ser catalogado como el principal receptor de metabolitos en el SNC, el ARC desempeiia
un papel esencial en la regulacién del organismo, manteniendo el estado metabdlico y Ia

homeostasis energética (Solomon, 2004).

El ARC se encuentra en la base del hipotalamo a ambos lados del tercer ventriculo (Figura
10) donde la barrera hematoencefélica es mds laxa permitiendo la difusion de diversas
moléculas, entre ellas la glucosa. Se ha referido que el ARC se activa por la ingesta de

alimento o en estados negativos de energia, tales como la hipoglicemia (Leibowitz, 2004).
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Figura 10. Nucleo Arqueado. A) Corte coronal y B) sagital de cerebro, el ARC (morado) se encuentra
en la base del hipotalamo al costado del tercer ventriculo. Tomada y modificada de Paxinos y
Watson 2006.

5.1.Poblacion Neuronal del Niicleo Arqueado

La poblacion neural del ARC se distingue por la respuesta que desencadenan ante el

estado energético del organismo y son fundamentales para la homeostasis energética

Figura 11 (Leibwitz, 2004; Esquivel, 2005; Zhang, 2006):

Las neuronas orexigénicas, expresan Neuropéptido Y (NPY) y Proteina relacionada
a Agouti (AgRP) que se activan ante estados energéticos negativos o niveles bajos
de glucosa, respondiendo con un aumento en la ingesta de alimento. Sergeyev
(2000) observé una mayor expresion de dichos genes en el ARCy un aumento en la
ingesta de alimento tras la infusién de 2DG, por lo cual concluyé que la
participaciéon activa de dichas neuronas es fundamental para el correcto censo de

los niveles energéticos.

Las neuronas anorexigénicas, expresan Pro-opiomelanocortina (POMC) vy
Transcripto Relacionado a Anfetaminas y Cocaina (CART), son activadas por
estados metabdlicos altos o el aumento de glucosa en plasma, encargados de

desencadenar una respuesta de saciedad y frenar la ingesta de alimento.
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Figura 11. las proyecciones de las neuronas NPY/AgRP y POMC/CART hacia neuronas
anorexigénicas y orexigénicas del PVN y NTS regulan la ingesta de alimento.

Ademas en el ARC existen grupos neuronales caracterizados por el tipo de respuesta que
presentan ante la concentracion de glucosa; cuando la concentracion de glucosa es mayor
a 5 mM neuronas estimuladas por alta glucosa se activan y las inhibidas por altos niveles
de glucosa se inhiben. Por otro lado, cuando la concentracion de glucosa es menos a 5mM
las neuronas estimuladas por glucosa se activan y las inhibidas por glucosa se inhiben

(Figura 12) (Ashford et al., 1990; Dunn-Meynell et al., 1998).
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Figura 12. Neuronas sensibles a glucosa. Neuronas activadas e inhibidas por los cambios en la
concentracion de glucosa plasmatica. Gl (Inhibidas por glucosa) HGE (estimuladas por alta glucosa),
HGI (inhibidas por alta glucosa), GE (estimuladas por glucosa). 3V (tercer ventriculo), ME (eminencia
media). Tomada y modificada de Dunn-Meyell, 2004.

5.2.Censo de glucosa

La glucosa al ser la fuente directa de energia requiere de multiples sensores, los cuales
estan clasificados de acuerdo al tipo de respuesta que generan, metabdlica (hepatocitos),
secrecion (células beta) o de actividad eléctrica (neuronas). En el cerebro la poblacién de
neuronas glucosensibles estd localizada en las areas involucradas en el control de
ingestidn de alimento y la regulacién del sistema auténomo, de los cuales el PVN, el VMH
y el ARC son los mas estudiados, ya que la expresion de transportadores de glucosa
(GLUTs), Glucocinasa y canales de KATP se encuentra ampliamente distribuida. El
transportador de glucosa GLUT2 se distribuye en los astrocitos y en algunas neuronas del
hipotalamo. La presencia de GLUT2 en estas neuronas genera un cambio en la actividad

eléctrica en respuesta a los cambios de concentracion de glucosa (Pénicaud et al., 2006).
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La participacion de GLUT2 en el ARC se demostré por medio de la inyeccién de un
antagonista a dicho transportador, el cual generd un decremento en la ingesta de
alimento que se vio reflejado en el peso corporal de los animales (Wang et al, 2004).
Posteriormente en ratones knockout para GLUT2 se mostrd que este transportador es
indispensable para el funcionamiento adecuado de otros sensores de glucosa en la vena

porta (Murphy y Bloom, 2006; Routh, 2010).

Por otra lado, animales con una mutacién del gen GLUT-2, muestran disminucién en la
expresion genética de AgRP y de NPY en respuesta a la hipoglicemia generada por el
ayuno, al igual que en POMC y CART por la hiperglicemia tras la alimentacién posterior al
ayuno, por lo que sugiere que GLUT-2 es necesario para la activacién de neuronas tanto
orexigénicas como anorexigénicas y asi llevar a cabo la respuesta metabdlica

correspondiente (Bady et al., 2006; Stolarczky et al., 2010).

Como bien se menciond antes, la modulacién y el censo de glucosa dependen de la
activacion o inhibicién de las neuronas en el ARC. La leptina liberada tras la ingesta de
alimento es un activador de neuronas POMC e inhibidor de neurona NPY. Por otra parte la
grelina liberada tras largos periodos de ayuno, inhibe las neuronas de POMC y activa las
neuronas de NPY (Cowley et al., 2001, 2003; van den Top et al., 2004). Ademas
inyecciones intracerebroventriculares (ICV) de grelina estimulan la alimentacién en ratas e
incrementan la ganancia de peso; ademas, tras la infusion de grelina se encontré c-fos en
neuronas NPY y AgRP en el ARC. La grelina aumenta la expresién del gen NPY y boquea la
reduccion de ingesta de alimento inducida por la leptina, generando una interaccién
competitiva entre la grelina y la leptina en la regulacién de la alimentacion. De igual
manera el ARNm para NPY aumenta después de la infusidn de grelina. El incremento de la
actividad de neuronas NPY y la reduccién de neuronas POMC generan un incremento en la
alimentacion y la deposicion de grasa, mientras que la reduccion de neuronas NPY y el

aumento de neuronas POMC disminuyen la alimentacién y la masa corporal. Por otro
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lado, se demostré que la estimulacién del 3V genera hipoglicemia incrementando la
actividad eléctrica del PVN, estimulando GABA y Glutamato asi como elevando las

concentraciones de glucosa en plasma (Carey et al., 2013).

Las variaciones diarias de glucosa estan controladas predominantemente por las
proyecciones del NSQ y el ARC a los érganos periféricos a través del sistema nervioso
auténomo. Se propuso que el equilibrio entre el sistema simpatico (modula produccion de
glucosa) y parasimpatico (desecho de glucosa) prepara al organismo para el uso de
energia al inicio de la actividad (Figura 14). Sin embargo, no todas las areas receptoras de
sefiales del ARC han sido ampliamente estudiadas, si bien los procesos que desencadenan
pueden ser relacionados con un nucleo especifico, la via de sefalizacién central aun es

incierta.
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Figura 14. Eje de control sobre la produccion de la glucosa. La sefializacién del ARC por medio
de la inervacidn vagal hacia el higado modula la produccién y uso de glucosa mediante la
activacion de procesos catabdlicos y anabdlicos.

6. EL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO Y EL NUCLEO ARQUEADO

Debido a que las hormonas y metabolitos captados por el ARC presentan un ritmo que
estd relacionado con los ciclos luz-oscuridad, el de interés conocer la comunicacion del
NSQ y el ARC. Uno de los estudios fundamentales para confirmar la comunicacién
reciproca entre ambos nucleos fue realizado por Yi (2006), en el cual la inyeccién de la
toxina del célera (CTB, un trazador retrogrado) en el ARC ventromedial marco neuronas en
el NSQ ventrolateral y dorsomedial; de igual manera la infusion de GRHP-6, un
estimulador semejante a la grelina activa el ARC en ZT1 y disminuyen la actividad neuronal

del NSQ.

Guzman-Ruiz y colaboradores (2014), demostraron que la activacién de neuronas del ARC
(a-MSH) depende de la integridad del NSQ puesto que la lesion total o parcial del nucleo

genera un decremento en la actividad neuronal del ARC durante la fase de actividad de las
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ratas. Por otro lado, dichas neuronas presentan un patrén de actividad de 24 horas con su
maxima actividad en por la noche, lapso en el cual se da la ingesta de alimento. En el
mismo estudio se demostro la conexién entre el NSQ y ARC por medio de CTB, donde se

observaron fibras provenientes del NSQ de manera ipsilateral en el ARC.

La comunicacién entre el NSQ y el ARC son fundamentales ya que la alteracién de los
ritmos de glucosa e insulina genera una disrupcidn en el circuito del control metabdlico.
Esta alteraciéon puede crear desordenes fisioldgicos que generan obesidad y diabetes

(Kalsbeek, 2010).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La lesidn del NSQ genera la alteracion y la pérdida de diversos ritmos fisiolégicos, entre ellos
el de la glucosa, la cual presenta un ritmo de 24 horas, con una mdaxima concentracién al
inicio de la fase de actividad que desciende en la fase de descanso.

La conexidn reciproca del NSQ con el ARC, quien es el encargado de censar y generar la
adecuada modulacidon del metabolismo de la glucosa, es de suma importancia para la
respuesta a los cambios metabdlicos. Sin embargo, la forma en que se modulan el uno al
otro aun es incierta.

Para conocer mas acerca de esta modulacién se propuso analizar la respuesta en las
concentraciones de glucosa plasmatica en animales lesionados del NSQ tras un estado
hipoglicémico, asi como, el comportamiento de la actividad neuronal y la expresién de
mensajeros en el ARC bajo las mismas condiciones.
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OBJETIVO GENERAL

Analizar la participacion del NSQ como modulador de la actividad y respuesta del ARC ante
los cambios energéticos del organismo.

OBJETIVOS

Analizar la participacidon del NSQ sobre la modulacion de la secrecidn de glucosa en animales
con hipoglicemia.

Analizar la participaciéon del NSQ en la modulaciéon de la actividad neuronal del ARC y la
sintesis de mensajeros orexigénicos y transportadores de glucosa.
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HIPOTESIS

Dado que el NSQ influye en la actividad del ARC, su lesién generard el aumento de la
concentracion plasmadtica de glucosa tras un episodio de hipoglicemia inducido. De igual
manera, la lesién del NSQ aumentard la actividad neuronal y la produccién de mensajeros
orexigénicos y del transportador de glucosa, en el ARC en respuesta a la hipoglicemia
inducida.
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MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso corporal de 230 a 250 g. Los
animales se mantuvieron en condiciones controladas de luz-oscuridad 12:12, con luces
encendidas de 07:00 am- 19:00 pm. Con libre acceso a agua y a alimento.

CIRUGIAS

Se dividieron los animales en dos grupos: el grupo Sham (con cirugia pero sin pasar corriente
a través del electrodo) y las ratas con lesién bilateral del NSQ. Todas las cirugias fueron
realizadas bajo anestesia por Ketamina (90mg/Kg) /Xilazina (10mg/Kg). Para las lesiones del
NSQ se utilizd cirugia estereotdxica y una corriente de 3mA durante 50 segundos
(Coordenadas L: 9; AP: 3; V: 80-81 y angulo de 4°, con bregma como punto 0) obtenidas a
partir del atlas “The brain rat in stereotaxic coordinates” (Paxinos y Watson, 2006).

Después de las cirugias los animales tuvieron una semana de recuperacion y fueron
sometidos a una nueva cirugia para la colocacién de una cdnula de silicon en la vena yugular
(0.94mm didmetro), una semana antes de la infusién de 2 deoxy-D-glucosa (2DG). Se
dejaron en recuperacion bajo condiciones ad libitum de agua y alimento.

Se dio seguimiento de los animales mediante un sistema automatizado de actividad (placas
de movimiento) a fin de detectar la pérdida de ritmo locomotor como consecuencia de la
lesion completa del NSQ.

Los tratamientos fueron realizados en el punto temporal Zt2 (09:00 h).

Los animales con lesién bilateral confirmada y los animales Sham se dividieron en dos
grupos, a un primer grupo se le administré solucidn salina (3mL) y al segundo 2DG en una
dosis de 250mg/Kg (3mL). La administracidn del tratamiento fue via intravenosa a través de
la canula colocada en la vena yugular.

Se tomaron muestras de sangre al minuto O del experimento y a los 10, 20, 40 y 80 minutos

posteriores a la infusidon de 2DG o vehiculo, con la finalidad de medir glucosa por medio de
tiras reactivas y un glucometro (ACCU-CHEK).
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INMUNOHISTOQUIMICA PARA VIP

Los animales fueron sacrificados con una sobredosis de pentobarbital Sédico (0.2mL) y
fueron perfundidos con solucion salina al 0.9% vy fijados con paraformaldehido al 4%. Los
cerebros extraidos se mantuvieron en paraformaldehido por 24 horas y después 48 horas en
sacarosa 30% para la criopresevacion.

Los cerebros fueron congelados y se realizaron cortes coronales seriados de 40um de grosor,
conservando las secciones del Nucleo Supraquiasmatico para confirmar la lesion del mismo
mediante inmunohistoquimica para VIP.

Los cortes fueron incubados en buffer de bloqueo (PBS, albimina 0.01%) una noche a 4°C.
Posteriormente se incubaron con anticuerpo primario anti VIP preparado en conejo
(Millipore) en dilucién 1:2000 por una hora a temperatura ambiente (TA) y una noche a 4°C.
Después se lavaron tres veces con buffer de fosfatos y cloruro de sodio pH 7.6 (PBS).
Enseguida se incubaron con el anticuerpo secundario biotiniado anti conejo (Jackson
Inmunoresearch) en una diluciéon 1:200 por una hora a TA y se realizaron lavados con PBS.
Finalmente se incubaron en complejo ABC en una dilucién 1:500 por una hora a TA, al
terminar la incubacidn se lavaron tres veces mas con PBS. Se realizé el revelado con DAB (3-
3 diaminobenzidina), 5mg en 50 mL de TBS (Tris base y cloruro de sodio pH 7.6) con 0.5mL
de una solucion con iones, Niquel al 10% y 0.6uL de Perdxido de hidréogeno de 30V. Cuando
se observo el viraje de color se detuvo la reaccién lavando con PBS. Fueron montados y
observados al microscopio.

31



SONDAS

Para la hibridacidn in situ se utilizaron las siguientes secuencias gue fueron sintetizados por

Sigma-Aldrich usando:

Secuencia en Antisentido Tamaiio del
Gen Secuencia en sentido producto Referencia
AGGCAGACTGGTTTCACAGG
NPY TATCCCTGCTCGTGTGTTTG 326 pb NM_012614.1
ACAGCGACGCGGAGAACGAGA
AGRP | TCCCAGAGTTCTCAGGTCTAAGTC 134 pb NM_033650.1
NM_017007.1
GAD67 TACGGGGTTCGCACAGGTC CCCCAAGCAGCATCCACAT 599 pb
GLUT- GCGCTCCCTCTTAACTGGAA CGAGGTGGGTAACAGAGACG 425pb NM_012879

HIBRIDACION /N SITU E INMUNOHISTOQUIMICA

Para analizar la expresidon genética y la activacion neuronal en el ARC se realizaron técnicas
de inmunohistoquimica e hibridacidn in situ, para lo cual los cortes seriados del Nucleo
Argueado fueron conservados en una solucién de etilenglicol, glicerol y PBS estéril a -20°C.
Durante el proceso se utilizaron reactivos y material estéril libre de RNAsas y agua mili Q
tratada con DEPC (Dietilpolicarbonato) igualmente esterilizada libre de RNAsas.

Inmunohistoquimica

Los cortes seleccionados se lavaron con PBS libre de RNAsas y se bloquearon con buffer de
bloqueo estéril (PBS libre de RNAsas y Albumina) por dos horas TA y una noche a 4°C.
Posterior a eso se incubaron con anticuerpo primario anti c-Fos (preparado en conejo) a una
dilucién 1:4000 por una hora TA y después 72 horas a 4°C. Posteriormente se lavaron tres
veces con PBS y se colocaron en el anticuerpo secundario biotinilado anti conejo (Jackson
immunoresearch) por una horas TA, terminado el tiempo de incubacién se lavaron tres
veces con PBS y se incubaron en complejo ABC por una hora mas a TA. El revelado se realizd
con 5 mg de DAB en 40mL de PBS y 6l de Perdxido de Hidrégeno. La reaccidn se detuvo con
PBS. (Se utilizé un inhibidor de RNAsas (RNAsa out INVITROGEN) 0.25ul/mL en el buffer de

bloqueo para evitar la contaminacion).
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Terminada la inmunohistoquimica se comenzd la hibridacién in situ lavando los cortes con
PBS 1X para una posterior fijacion con paraformaldehido 4% durante 5 minutos seguido de
un lavado con PBS. Se incubaron a TA durante 5 minutos con Proteinasa K (5ug/mL) en PBS
con 0.1% de Tritédn X-100. Nuevamente se fijaron en paraformaldehido 4% durante 10
minutos. Se realizaron tres lavados de 5 minutos con PBS y uno mas con Agua mili Q tratada
con Dietil-pirocarbonato (DEPC) por 3 minutos. Después se colocaron en una solucién de
Trietanolamina y Anhidrido acético en Agua mili Q DEPC durante 10 minutos seguido de dos
lavados mds con PBS y uno con Buffer citrato sédico salino (SSC) 2X.

Pre-hibridacidon

Los cortes se incubaron en solucidon de hibridacion durante dos horas a TA.
Hibridacion

Se utilizaron 400ng de cada una de las sondas NPY, AgRP, GAD67 y GLUT-2 / mL de solucion
de hibridacidn. La mezcla se incubd en bafio maria a 85° C durante 5 minutos con la finalidad
de desnaturalizar el RNA. La mezcla se colocé 10 minutos en hielo y se usaron 350pul de
mezcla por pozo. La placa se introdujo en una cdmara hiumeda y se incubé a 60° C toda la
noche en un horno de hibridacidn.

Al dia siguiente se realizaron una serie de lavados empezando con SSC 5X a TA para retirar el
exceso de sonda, posteriormente un lavado con solucién de SSC 5X con 50% de formamida a
60° C durante 30 minutos, seguido de un lavado con SSC 2X con 50% de formamida a 60 °C
por 30 minutos y un ultimo lavado a 60° C con SSC 0.2X con 25% de formamida por 15
minutos, después un lavado con SSC 0.2X por 5 minutos a TA y finalmente un lavado con
buffer 1 (Tris + NaCl pH7.6) por 5 minutos a TA.

Deteccidén Inmunoldgica

Los cortes se colocaron en una solucién de buffer de bloqueo al 1% en buffer 1 de acido
maleico con 0.01% Tween 20 durante 30 minutos a TA. En seguida se incubaron en
anticuerpo Anti-digoxigenina marcado con fosfatasa alcalina (preparado en borrego) en
buffer de bloqueo en una dilucién 1:2000 por dos horas.

Se realizaron 3 lavados con buffer de dcido maleico por 10 minutos y uno mas con buffer 2
(Tris-base +Cloruro de Sodio + Cloruro de Magnesio pH 9.7) por 5 minutos.
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Desarrollo de color

Los cortes se colocaron en 500ul de una solucién reveladora (BM purple AP sustrate Roche)
con levamisol (200mg/mL). Se prepard una cdmara hiumeda y se mantuvo a 33°C durante
24-48 horas. La reaccion se detuvo con buffer TE (Tris base+ EDTA) por 5 minutos seguidos
de 5 minutos en agua destilada.

Los cortes fueron montados y se cubrieron con buffer de montaje para in situ vy
posteriormente se observaron al microscopio y se tomaron fotografias en aumento 10x
(Figura A) para su posterior analisis con el programa Image J.

Figura A. Corte de ARC tras Inmunohistoquimica e Hibridacidn in situ. Sefialado con las flechas, colocalizacién de la expresién C-
Fosy el gen.

ANALISIS ESTADISTICO

Para el analisis de glucosa se realizé una ANOVA de dos vias, con una significancia p<0.05.
Para el analisis de la expresién de mensajeros y activacion de c-Fos se utilizé una prueba U
Mann- Whitney, la significancia fue establecida en p<0.05. Los grados de libertad fueron
establecidos por el niUmero de cortes por grupo.
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RESULTADOS

1. Pérdida de la actividad locomotora en animales lesionados

Para verificar las lesiones del nucleo supraquiasmatico se realizé inmunohistoquimica para VIP
en animales con lesidn bilateral del NSQ (Figura 15 B) y en animales Sham (Figura 15 A). Se
monitoreo la actividad de los animales para obtener el registro de su actividad locomotora
(actogramas). En los animales con lesion bilateral del NSQ se observd ausencia de VIP aunada a
la pérdida del ritmo de la actividad locomotora.
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Figura 15. Actividad locomotora de animales Sham o con lesion bilateral de NSQ. A) Tincion de VIP en el Nucleo
supraquiasmatico de animales Sham o Lesionado bilateral. B) Actograma de actividad en animales Sham y lesionados (barras
negra representan el periodo de oscuridad; 3v: Tercer Ventriculo; QO: Quiasma 6ptico).
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2. Aumento de glucosa plasmatica en animales lesionados

Para determinar el efecto de la lesidon del NSQ en el control de la respuesta a la hipoglicemia se
analizo la concentracién de glucosa plasmatica en animales Sham o con lesidn bilateral tras un
reto con 2DG.

En los animales, tanto Sham como con lesion del NSQ, se observé un aumento significativo en la
concentracion de glucosa plasmatica después de la infusion de 2DG con un pico a los 10
minutos. Sin embargo, la concentracion del grupo Sham presenta un descenso hasta el minuto
40, mientras que en el grupo de lesion del NSQ a los 20 minutos ya ha descendido (Figura 16).
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Fig 16. Concentracion de glucosa plasmatica en animales Sham o con lesion del NSQ tras reto hipoglicemico
con 2DG. Concentracion de glucosa (mg/dL) por tiempo (min) en animales Sham (verde) y lesionados
bilateralmente (rojo) tras la infusidn de salina o 2DG. m Lesionados 2DG vs. Lesionados salina y Sham salina.
eAnimales sham 2DG vs. Sham salina y lesionado salina. ® Sham 2DG vs. Lesionado 2DG. ANOVA DOS ViAS.
p<0.05.
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3. Aumento en la actividad neuronal en el ARC en animales con lesion bilateral
del NSQ

Para conocer la participacién del NSQ en la activacidon neuronal del ARC ante la hipoglicemia
inducida por la infusidn de 2DG, se realizé inmunohistoquimica para la proteina c-Fos, la cual se
expresa cuando las neuronas se despolarizan, indicando actividad neuronal.

En la Figura 17 se muestra la media de neuronas positivas a c-Fos en el ARC tras la inyeccién de
2DG en animales Sham o animales lesionados bilateralmente. Se observd un aumento
significativo en la actividad neuronal en los animales con lesién bilateral del NSQ en
comparacion con los animales Sham.
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Fig 17. Activacion neuronal del ARC en animales con hipoglicemia. Neuronas positivas a c-Fos en
animales tras la inyeccidon de 2DG. Promedio de neuronas activadas en el nucleo arqueado en ZT2 con un
aumento significativo **(p=0.0067) en animales con lesidn bilateral. Analisis con prueba U Mann Whitney;
estableciendo el valor de significancia en p<0.05.
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4. Expresion de mensajeros en el ARC

Dado que la activacidon neuronal aumentdé en los animales con lesidn bilateral del NSQ, la
siguiente pregunta a resolver fue ¢Como es afectada la expresion de mRNA de los genes
implicados en el control metabdlico de la glucosa? Para ello se analizé la expresion de cuatro
mensajeros: NPY, AgRP, GAD67 y GLUT-2.

El primer analisis se realizd sobre el mensajero NPY, en la Figura 18 se muestra un corte
transversal del ARC tras la técnica de hibridacidn in situ e inmunohistoquimica para c-Fos, donde
se aprecia la distribucion de NPY en el ARC. Por otro lado se muestran las graficas de
colocalizacion (Fiura.19 A) entre neuronas reactivas a c-Fos y que expresan NPY, en la que se
observa una disminucion en los animales lesionados del NSQ vs. Sham; la densidad de expresidn
de mRNA (Figural9 B) sin diferencias significativas, y por ultimo la grafica del porcentaje de area
ocupado por la expresion del mRNA de igual manera sin diferencias significativas entre ambos
grupos.
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Figura 18. Corte transversal del ARC tras hibridacion in situ para el mensajero NPY e
inmunohistoquimica para c-Fos. Seccion del ARC de animales Sham y con lesion del NSQ.
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Fig. 19. Expresion del mensajero NPY en el ARC en animales lesionados del NSQ bajo condiciones de
hipoglicemia. A) Co-localizacién entre neuronas positivas a c-Fos y que expresan NPY en el ARC ***(p=0.0003). B)
Densidad integrada de la expresion del mensajero en animales Sham o con lesion. C) Porcentaje de 4rea ocupada
por la expresion de NPY. Se presentan la medias de los datos para cada parametro. Analisis con prueba U Mann
Whitney; estableciendo el valor de significancia en p<0.05.
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De igual manera se analizd la expresion de AgRP en el ARC (Figuras 20-21) la cual presenta
disminucion significativa en el nimero de colocalizaciones entre neuronas c-Fos y las que
expresan el mensajero a AgRP entre el grupo control y lesionado. (Figura 20 A) .Del mismo
modo la densidad (Fig-20 B) y el area (Figura 20 C) de expresidon del mensajero presentan
disminucion significativa en el grupo de animales lesionados respecto a la observada en los

animales Sham.
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Colocalizacion de neuronas reactivas

Fig. 21. Expresion de AgRP en el ARC en animales lesionados del NSQ bajo condiciones de hipoglicemia. A) Colocalizacion
entre neuronas positivas a c-Fos y expresion de AgRP en el arqueado ***(p=0.0001). B) Densidad integrada de la expresién
de AgRP en animales Sham y lesionado con unas disminucién significativa en el ultimo grupo *(p=0.0187). C) Porcentaje de
area ocupada por la expresidén del mensajero **(p=0.0060). Analisis con prueba U Mann Whitney; estableciendo el valor de
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Figura 20. Corte transversal del ARC tras hibridacion in situ para AgRP e inmunohistoquimica
para c-Fos. Seccion de ARC en animales Sham y con lesion del NSQ.

A) B)
157 1.5x10°7 ~
©
=]
8
10 D 1.0x10"7 -
£
=]
1]
5 2 5000000.0
c
[T
a
04
Sham Lesionado Sham Lesionado

% Area mRNA

Sham Lesionado

significancia en p<0.05.
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Posteriormente se analizd la expresion de GAD67 (Figura22) precursor que sintetiza GABA en
diversas dreas cerebrales, entre ellas el ARC. Se observd (Figura 23 A) una disminucién en el
numero de colocalizaciones y un aumento significativo en la expresion de GAD67 (Figura 23 B),
sin diferencias significativas en el drea de expresién del mensajero.
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Colocalizacion de neuronas reactivas

Figura 22. Corte transversal del ARC tras hibridacion in situ para GAD67 e inmunohistoquimica para
c-Fos. Seccion de ARC en animales Sham y con lesién del NSQ.
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Figura 23. Expresion del mensajero GAD67 en el ARC en animales con lesién del NSQ en estado hipoglicemico. A)
Colocalizacion de neuronas positivas a c-Fos y la expresion de GAD67 en el arqueado. B) Densidad integrada de la
expresion de GAD67 en animales Sham y lesionados, aumento significativo en el grupo lesionado *(p=0.0116). C)
Porcentaje de area ocupada por la expresion de GAD67 en el ARC. Se presentan las medias de los datos de cada
parametro. Analisis con prueba U Mann Whitney; estableciendo el valor de significancia en P<0.05.
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Debido a la importancia de los transportadores para el censo cerebral de glucosa se analizé la
expresion del transportador GLUT-2 (Figura 24-25) donde se observé una disminucion
significativa en el nimero de colocalizaciones con c-Fos (Figura 25 A) y un aumento significativo
en el grupo con lesidn (Figura 25 B), sin cambios significativos en el porcentaje de area de

expresion (Figura 25 C).
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Figura 24. Corte transversal del ARC tras hibridaciéon in situ para GLUT2 e
inmunohistoquimica para c-Fos. Seccion del ARC en animales Sham y con lesidn del

NsQ.
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Figura 25. Expresion del gen GLUT-2 en el ARC en animales con lesion del NSQ en estado hipoglicemico. A) Colocalizacién de
neuronas positivas a c-Fos y expresion de GLUT-2 en el arqueado ***(p=0.003). B) Densidad integrada de la expresion de
GLUT-2 en animales Sham y lesionados. Aumento significativo en grupo lesionado *(p=0.011). C) Porcentaje de area ocupada
por la expresion de GLUT-2 en el arqueado. Se presentan las medias de los datos de cada parametro analizado. Analisis con
prueba U Mann Whitney; estableciendo el valor de significancia en P<0.05.
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ANALISIS DE RESULTADOS

Los presentes resultados muestran que la lesidon del NSQ induce la pérdida del ritmo de
actividad locomotora, lo que concuerda con estudios anteriores (Moore, 1972; Stephan y
Zucker, 1972; Menaker, 1990; Dann, 2010).

Los animales Sham presentan tolerancia a la glucosa, es decir, la glucosa plasmatica no es
metabolizada por los tejidos. Se ha demostrado que las ratas presentan una mayor
tolerancia a la glucosa al inicio de la fase de actividad (Kalsbeek, 2004, 2006), ademds de
una menor sensibilidad a la insulina al inicio de la fase de descanso (la Fleur, 2001;
Kalsbeek, 2004); lo que genera un menor uso de glucosa por parte del organismo. Los
animales con lesién del NSQ de nuestro estudio presentan una alteracion en la respuesta
a la hipoglicemia. Muestran un aumento brusco en la concentracién de glucosa seguido de
un descenso rapido dentro de los primeros 30 minutos. Esta respuesta en los niveles de
glucosa coincide con lo encontrado en estudios de la Fleur (1999,2001); donde muestra un
incremento en la concentracién de glucosa e hiperfagia como respuesta a la lesién del
NSQ o a la hipoglicemia. Por otro lado, la diferencia entre la disminucién de las
concentraciones de glucosa plasmatica entre el grupo Sham y lesionado del NSQ indica un
aumento, en los animales con lesiéon de NSQ, en el uso de la glucosa por parte de los
tejidos como el musculo esquelético. Estudios previos muestran que el NSQ es el
encargado de disminuir el uso de glucosa dependiente de insulina por parte de los tejidos
en la fase de descanso, por lo cual, la ausencia del NSQ aumenta la sensibilidad a insulina
promoviendo el uso de la glucosa (la Fleur, 2001; Kalsbeek, 2006).

Ademas de la glucosa plasmatica se analizé la actividad neuronal en el ARC, y se encontrd
un aumento en el grupo de animales lesionados en comparacion con el grupo Sham; lo
gue coincide con estudios previos. Lo que indica que la actividad del NSQ modula de
manera inhibitoria la actividad neuronal del ARC durante la fase de descanso de los
animales (Guzman-Ruiz, 2015; Moro-Chao, 2015).

Del mismo modo se analizé la sintesis de los mensajeros que responden al estado de
hipoglicemia: NPY y AgRP, asi como su colocalizacion con el marcador de actividad
neuronal c-Fos. En el caso del mensajero NPY, se encontrd que su sintesis es similar en el
grupo Sham y de lesidon del NSQ, con una tendencia a incrementar en los animales
lesionados, sin ser estadisticamente significativa. Por otro lado, el nimero de células que
presentan el mensajero y que a su vez estdn activas fue menor en los animales con lesién
del NSQ. Este resultado indica que el mensajero se sintetiza en respuesta a la
hipoglicemia, sin embargo, las neuronas que lo expresan no se encuentran activas. Ya que
el NSQ modula de manera inhibitoria la actividad neuronal en el ARC (Yi, 2006; Moro-
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Chao, 2015), se esperaria un aumento en la actividad neuronal de NPY, sin embargo, se
encontrd lo opuesto, por lo que se propone la modulacién inhibitoria por parte de las
neuronas a-MSH. Se ha observado que dichas neuronas son activadas por metabolitos
como la insulina y la glucosa (Morton, 2006; la Fleur y Kalsbeek, 2014) y que inhiben a las
neuronas NPY (Cowley et al., 2001; Guzman, 2015; Moro-Chao, 2015).

Se ha descrito que las neuronas del ARC envian proyecciones hacia el PVN, mismas que
liberan NPY en respuesta a la disminucidn en la concentracidon de glucosa plasmatica
(Cone 2005; Morton, 2005, Zhang, 2006). El PVN a su vez envia informacion hacia nucleos
en los que se originan fibras de tipo simpdtico y parasimpatico que inervan érganos como
el higado, pancreas y estdmago, que modulan la liberacién de glucosa e ingesta de
alimento (la Fleur et al., 1999; Cailotto, 2005, Kalsbeek, 2006; Cuesta et al., 2009). Por lo
tanto, la falta de actividad en las neuronas NPY podria resultar en la ausencia de liberacién
del neuropéptido hacia el PVN y por tanto una inhibicién de la respuesta orexigénica. Se
sugiere, en estudios posteriores, realizar el analisis de la actividad neuronal en el PVN, asi
como de la ingesta de alimento en animales bajo las mismas condiciones.

Al analizar el mensajero AgRP se encontré una disminucién en su expresion y en el
numero de células activas que lo expresan. Las neuronas AgRP también son inhibidas por
la activacion de las neuronas a-MSH y POMC/CART (Horvath, 2004), por lo que podrian ser
inhibidas al igual que las neuronas que expresan el NPY.

Como se menciono anteriormente la activacién de las neuronas o-MSH (Guzman-Ruiz,
2015) y POMC/CART (Horvath, 2004) inhiben la actividad de neuronas orexigénicas, por lo
gue, en este estudio, el aumento en la actividad neuronal total observada en el ARC de los
animales con lesién del NSQ, puede estar dado por la activacion de dichas neuronas.

Ademas de los péptidos que responden a la hipoglicemia, los transportadores de glucosa
son fundamentales para la integracion de las sefiales metabdlicas y la respuesta a las
mismas (Bady et al., 2006; Murphy y Bloom, 2006; Stolarczky et al., 2010). En el presente
trabajo se encontré que la lesién del NSQ aumenta la sintesis de GLUT-2 en el ARC. Este
aumento puede deberse a la necesidad de la célula de aumentar el transporte de glucosa
ante la disminucién del azucar en el plasma, lo que ha sido reportado previamente (Hill,
2006). Por otro lado, las neuronas activadas que sintetizan GLUT2 disminuyen en los
animales con lesién de NSQ, sugiriendo una disminucién en la salida de informacion de
dichas neuronas, alterando la respuesta del ARC a los cambios de glucosa plasmatica.

El papel del GABA en la modulacion de los sistemas metabdlicos es inhibitorio (Carey et
al., 2013). En este estudio se encontré un aumento en la expresién de su precursor
(GAD67) en el ARC tras el evento de hipoglicemia. Esto puede ser interpretado como una
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sintesis aumentada del mensajero en respuesta a la falta de glucosa, lo que corresponde
con el reporte previo de Carey y colaboradores (2013). Por otro lado, existe una
disminucion en el nimero de neuronas activadas que sintetizan el mensajero para GAD67.
Lo que puede deberse a la ausencia de las proyecciones del NSQ que hacen contacto con
las neuronas GABAérgicas del ARC; que en el animal intacto son estimulantes y utilizan
como neurotransmisor al GRP (Guzman, 2015) y al VIP (Horvath et al., 1984).

En conjunto, los resultados presentados en este estudio muestran que el NSQ modula la
actividad neuronal en el ARCy la respuesta a los cambios metabdlicos, asi como la sintesis
del RNAm de genes orexigénicos. A pesar de que el niumero de neuronas inmunoreactivas
a c-Fos aumenta en animales con lesidon del NSQ tras la infusidon de 2DG, el analisis de la
coexpresion con los mensajeros evaluados no lo refleja, por lo que se propone un circuito
que incluye la activacién de neuronas POMC/CART y a-MSH que, al igual que NPY/AgRP,
modulan la respuesta a los cambios en los niveles de metabolitos como la glucosa y
hormonas como la insulina y la leptina. Asi como la posible sefalizacién hacia los nucleos
PVN, DMH y el NTS; todos ellos centros de control de la ingesta de alimento y encargados
de su inicio y prolongacién (Sternson, 2012).
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CONCLUSIONES

El NSQ modula de manera inhibitoria el uso de glucosa dependiente de insulina en los
drganos y tejidos durante la fase de descanso.

El NSQ modula de manera inhibitoria la actividad neuronal del ARC.

El NSQ modula de manera excitatoria la actividad de las neuronas en el ARC que sintetizan
los mensajeros que codifican para NPY, AgRP, GAD67 y GLUT-2.
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