fFacultad

de Dicologia

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE PSICOLOGIA
AREA DE PSICOFISIOLOGIA

PROYECTO DE INVESTIGACION
MECANISMOS NEUROANATOMICOS Y MOLECULARES

INVOLUCRADOS EN LA CONDUCTA DE ANTICIPACION AL
AMAMANTAMIENTO EN CONEJOS EN DESARROLLDO.

TESIS PARA OBTENER
EL TIiTULO DE LICENCIADO EN PSICOLOGIA

PRESENTA
BELEN RAQUEL GONZALEZ ULLOA

DIRECTOR!: ]
DRA. IVETTE CALDELAS SANCHEZ

CD. UNIVERSITARIA D.F. FEBRERO DEL 2008



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

At Archy:
Gracias por el apoyo incondictonal que me brindaste en todo momento, tie snbes todas
las que pase para aleanzar este sueiro, estn tesis va dedicada a ti y a nuestro hijo.

Para ti que siewqare has estado ahl

Eres la luctérnaga que tluming mis noches sombrins,
el manantial cuando we linvade La sed,
el horizowte clavo en mals oscuros atavoleceres,

eres Lo mejor que e ha pasado en ainos.

Me das paz cow solo escucharme

y confianza en Lo que puedo Llegar a ser en La vida.

eres ml anmlgo, te conocl por casualidad

o solamente poraue el destino te ha llevado hasta mi.

Eres todo Lo que he anhelado tener,
sabes Lo que plenso, stento,
como puedo reacclonar,

Ppor eso quliero agradecerte

Yy declrte que puedes contar conmigo...



A wml Madve: Gracias por todo el apoyo incondiclonal durante toda la vida, esta

tesis no hubiera sido postble sin tu apoyo

A mi Hermana. Syocias (vette por todo el apoyo moral ¢ bncondicional que
siempre wme has brindado en  toodlo wmomento, eres La mejor hermana que puole

tewer. Estd tesis va dedicada a tl con todo carviine.

A s Tlos: Carmen, (sabel, Maria, Clbeles, Ricardo, Carlos y Miguel: gracias por
estar aht en Los momentos mas durvos Y también en los wds felices de wi vida,

por sev el gran pedestal del que pude valerme para vealizar este sueino.

A vls primos: Axel, Dlann Y Edson por escucharme Y aprmderjuwto conmlioo La

teoria S. Frewd. Edson, drecuerdas el pediunculo cerebeloso tnferior?

A mls amlgas: Nitzia, Lucero, Miriam, Sandra Gorostieta, Clawdia, sanda y
Nawncy: Por brindarme su amistad Lncondictonal Y por darle wn sentido a ml

vida

A i Directora de Tesis :

Gracias (vette por ser um excelente guia, por aceptarme em el laboratorio sin saber
absolutamente nada del drea Yy por el apoyjo tncondicional en todo momento.

A la pra. Robin Yy Caro: Muchas gracias por el apoyjo que me brindaron en mi estancia

en el laboratorio y por permitivme conocer 4 ese gram ser humano que llevan dentro.



A mis compaieros Estrella iy Luls: gracias por brindarme sw amistad iy apoye, por hacer
que las jornadas en el laboratorio estuvieran llenas de vida y fueran mdis amenas.

A mis sinodales: por sus acertados comentarios para finalizar este proyecto.

Mtro. Alfonso Salgade Benitez
Dra. lrma Yolanda del Rio Portilla
Dra. Margarita Martinez omez

M. en C. Julio Alejandro Prieto Sagredo

“Bste trabajo de tesis se realizo gracias al apoyo de CONACYT No. 48504 1 PAPIT

IN22E10F."



iINDICE

|. ANTECEDENTES

1. Los RItmMOS BiOIOGICOS .....viiii i 1
2. RItMOSs Circadianos..........ooiiiiii i 2
3. El Nucleo Supraquiasmatico, el Principal Marcapaso Circadiano en
MaMITEIOS. .. ..t 5
» Las Aferencias y Eferencias al NSQ............cc.ccoiiiiiiiiiiiinnn 8
» La Maquinaria Molecular del NSQ................coiiiiiiii, 10
4. Otros Osciladores Circadianos. ...........coovieiiiiiiiiii e 12
5. El Desarrollo Temprano del Sistema Circadiano......................ccoooinannee. 13
5.1 La sincronizacion No-fética Durante el Desarrollo................ccoooeiiinil. 14
6. La Ritmicidad Circadiana en Conejos en Desarrollo............................... 16
7. Importancia de la Ritmicidad Circadiana en los Procesos
PSICOIOGICOS. ..ttt 21

. TRABAJO EXPERIMENTAL

1. OB EtIVOS. . 23
2. HIPOIESIS. ... i 23
3. MBLOTOS. ... 24
P ANIMAIES. ... 24
» Tratamiento Experimental...................ccooiiiiiiii 24
» Condiciones de alojamiento de los animales.............................. 24
P AISIAMIENTO. ... 24
P SINCrONIZACION. ... ..o 24
B GIUPOS . ..ottt et e e 25
» Obtencion de cerebros...........couiviiiiiiiiii 25
» Deteccion de genes reloj.........ooveeeviieieiiii 25
» Andlisis de Datos...........cooiiiiiii 27
» Cuantificacion de la sefal en peliculas de autorradiografia............ 27
» Analisis EstadistiCo...........ccoiiiiiii 28
4. RESURAAOS. .. ..onieieii e 29
» Perfil de Expresion de Genes Relojen el NSQ............c.cooeeenenie, 29
» Perfil de Expresiéon de Genes Relojen el NVHA.......................... 35
O DISCUSION. .t 38
B. CONCIUSIONES. ... . ettt e e 41
7. PSP PECHIVAS. ...t 41
REfEIENCIAS. ... 42

€] (o 1-T- | (o T 51



Abreviaturas



RESUMEN

El conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) muestra una peculiar conducta
materna, ya que desde dias previos al parto las hembras cavan un nido
subterraneo, en donde con su pelaje y algunos otros materiales como pasto y
paja, forman un nido en el que las crias permanecen hasta el destete. Ademas,
una vez nacidas las crias, la hembra abandona el nido y solo regresa cada 24
horas para alimentar a sus crias. Diferentes estudios demuestran que horas
previas a la llegada de la hembra, las crias comienzan a incrementar su actividad
locomotora en el nido y su temperatura corporal, fendmeno que se conoce como
anticipacion al amamantamiento, cabe destacar que las crias siguen
anticipando aun cuando no tienen acceso a la hembra durante 72 horas.

El presente trabajo estuvo encaminado a determinar el efecto de la
restriccion de amamantamiento de 48 horas, sobre el funcionamiento del principal
marcapaso circadiano ubicado en el nucleo supraquiasmatico del hipotalamo
(NSQ) en conejos neonatos. Para tal efecto, fueron utilizados dos grupos de
conejos neonatos: Un grupo (CONTROL) fue sincronizado por amamantamiento,
permitiendo el acceso de la hembra lactante cada 24 horas del dia 1 al 9 de edad,
y el segundo grupo (RESTRICCION) inicialmente fueron sincronizados por
amamantamiento del dia 1 al 7 de edad, seguido por 48 horas sin acceso a la
hembra lactante. En el dia 9 de edad los sujetos de ambos grupos experimentales
fueron sacrificados de la siguiente forma: una hora previa al amamantamiento, en
el momento del amamantamiento y dos horas después del amamantamiento. Los
cerebros fueron procesados para la deteccién de los genes reloj Per1y Per2'y
Bmal1 mediante hibridacion in situ con oligodeoxinucledtidos marcados
radioactivamente y fue cuantificada la expresion de estos genes en el NSQ y en el
nucleo ventral del hipotalamo anterior (NVHA), estructura que no participa en la
generacion de fendmenos ritmicos.

En el presente estudio encontramos que el NSQ exhibe un patrén ritmico en
la expresion de los genes reloj Per1, Per2 y Bmal1 en ambos grupos de conejos,
aun bajo en condiciones de restriccion de amamantamiento, ademas la fase de
expresion de los genes reloj es similar en ambos grupos de neonatos. En
contraste, en el NVHA se encontré que solo Bmal1 del grupo control exhibe un
patrén ritmico, los demas genes bajo estudio no exhiben ritmicidad en ninguna de
las condiciones estudiadas.

Estos resultados no sugieren que dado que el NSQ hipotalamico exhibe
ritmicidad enddgena en los conejos neonatos, es posible que esta estructura que
funciona como marcapaso circadiano en un gran numero de mamiferos, sea unos
de los mecanismos a través del cual los neonatos logran estimar el paso del
tiempo, de tal forma que las crias puedan anticipar y predecir la llegada de la
hembra, aun en condiciones de ayuno.



. INTRODUCCION

Uno de los fendmenos mas estudiados desde la antigiedad hasta nuestros
dias, es el de los Ritmos Bioldgicos (RB), esto se debe a la relevancia que
tienen éstos para la supervivencia de cualquier organismo. Los RB son aquellos
fendbmenos que se repiten en intervalos mas o menos regulares y predecibles, su
ocurrencia puede ser desde un ciclo por segundo, hasta un ciclo por varios afios
(Pittendringh, 1981). Estos RB se expresan a nivel conductual, bioquimico,
fisiologico, molecular, entre otros (Pittendringh, 1981). Dentro de las
caracteristicas mas relevantes de los RB podemos encontrar. (1) que son
generados de forma enddgena por multiples osciladores distribuidos en todo el
organismo, que funcionan de manera coordinada entre si (Pittendrigh y Daan,
1976) y (2) que pueden ajustarse a los cambios ciclicos del medioambiente.

Los RB guardan una estrecha relacion con los cambios ciclicos
ambientales, esto permite a los organismos adaptarse a su nicho y copiar las
organizaciéon temporal de su medio ambiente. Cuando el periodo del ritmo se
aproxima a un ciclo ambiental, se le antepone el prefijo circa (cercano a), de tal
forma que existen ritmos que se repiten con una frecuencia diaria, otros, con una
frecuencia cercana a la de las mareas, algunos se ajustan al ciclo lunar y
finalmente tenemos aquellos que se aproximan al ciclo anual. Estos fen6menos
bioldgicos, se conocen con, el nombre de ritmos circadianos, circamareales,
circalunares y circanuales respectivamente (Aschoff, 1981).

Existen diversos parametros que caracterizan a cualquier fenémeno ritmico
y que comunmente son analizados en los RB. Uno de estos parametros es el
periodo (Fig.1l), que se refiere al intervalo de tiempo entre dos puntos de
referencia idénticos, la amplitud, se refiere a la magnitud de la variacion del
fendbmeno en estudio y se estima obteniendo la diferencia entre el valor maximo
(cresta) y el valor minimo (valle) del ciclo (Fig.1). Otras caracteristicas importantes

para describir a los ritmos son: el mesor que indica el promedio de los valores



observados, la fase que refiere al momento (hora, dia 0 mes) en que ocurre un
hecho caracteristico dentro del ciclo en estudio y finalmente el angulo de fase,
qgue corresponde a la fase de referencia de dos eventos oscilatorios distintos
(Gruart et al. 2002; Moore- Ede et al. 1982, Vega-Gonzéalez, 1993).

Acrofase (f) Retraso (o adelanto)
l _ l ~ Amplitud (A) Crosta de fase (f)
: ——

e 5 Periodo (t) i Mesor (M)
Valle (f) - -

Figura 1. Esquema representativo de los parametros cominmente analizados en los
ritmos bioldgicos, definidos en el texto (Tomada de Gruart et al. 2002).

2. Ritmos Circadianos

En el presente estudio nos enfocaremos exclusivamente a los ritmos
circadianos (RC), son aquellos cuya ocurrencia es cercana a las 24 horas, es
decir, aquellos que muestran un periodo aproximado al ciclo luz-oscuridad
(Halberg, 1959). Los RC han sido observados en practicamente todos los
organismos vivos, tanto eucariontes como procariontes de ahi su relevancia
funcional (Horton, 2001). Existen muchos ejemplos de RC, tales como: el ciclo
actividad-reposo, la temperatura corporal, la concentracion en la sangre de
potasio, sodio, asi como diferentes de hormonas y nutrientes, entre otros
parametros. Tomando como referencia a los RC, se denominan ritmos
ultradianos a aquellos ritmos que tienen una frecuencia mayor que los
circadianos; es decir, que ocurren mas de una vez durante un dia, ejemplos de
ellos la actividad eléctrica cerebral (EGG), los latidos del corazon, la respiracion,
las etapas de suefio, entre otras; e infradianos a aquellos cuya frecuencia es

menor a los circadianos, es decir, que requieren mas de un dia para que se
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repitan, por ejemplo el ciclo menstrual o la hibernacion entre otros, (Fig. 2) (Gruart
et al. 2002).

Una de las principales caracteristicas que tienen los ritmos circadianos es
gue son generados de manera enddgena y autosostenida por osciladores, esto
ha sido ampliamente demostrado en un gran numero de especies, en donde se ha
observado la persistencia de la ritmicidad cuando son mantenidos en condiciones
ambientales constantes, es decir, aislados de cualquier sefial ciclica ambiental.
Ademas, bajo estas condiciones es posible conocer el periodo del oscilador
involucrado en la generacion del patron ritmico, estado que se conoce como

oscilacién espontanea (Menaker, 1969).

RANGO DE FRECUENCIAS P Alta Media Baja
<% 4 ¢
CicLO FISICO - No geofisico-dependientes Geofisico-dependientes
--------------------- ———
Ultradianos Circadianos  Infradianos
R R T —> - >
Mes  Anual
Nictameral 'Unar
Mareas
T T T T
1ms 1s Tmin 1h 1dia 1 ano
Fenomenos poblacionales ==
Hibernacion, migraciones, cria i}
Secreciones hormonales mXxX X
Ciclo ovarico de los mamiferos — X
Secreciones hormonales
Ritmo vigilia sueno I X X
Temperatura corporal
Actividad/inactividad de especies costeras [ ] X X X
Ritmos en el nivel atencional
Ritmo actividad/inactividad
3 ; X X
Ritmo en el sueno paraddjico
Ritmo respiratorio || X X
Ondas de EEG I X X X
Potenciales en celulas excitables I X X X
Musculo fibrilar de insectos e R—— X X X
L ) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 I
10 4 1052 0 10? 10 10° 10%
Segundos

Figura 2. Ejemplos de los distintos ritmos biologicos, clasificados de acuerdo a su
frecuencia (alta, media y baja), el ciclo fisico (geofisico-dependiente o no), la duracién de
un ciclo (ultra-, circa-o infradiano), o su relacidon con algunos fenomenos geofisicos
(mareal, nictamareal, lunar y anual). (EEG, electroencefalograma). (Tomada de Gruart et

al. 2002). 3



Los osciladores circadianos, son sensibles a las sefales ciclicas
ambientales y ajustan su funcionamiento a la ocurrencia de estos eventos,
propiedad que permite a los organismos predecir los cambios que ocurren en el
medio ambiente. Estas sefales son conocidas como sincronizadores o
zeitgebers, del aleman, “dador de tiempo” (Aschoff, 1981) y se clasifican de la
siguiente forma: a) Las sefiales foticas, ciclo luz-oscuridad (L:O) que ha sido una
de las sefiales mas estudiadas (Aschoff, 1981; Pittendrigh, 1981). (b) Las sefiales
no foticas: sefiales ambientales que difieren de las luminosas y que son capaces
de afectar el funcionamiento de los osciladores circadianos. Entre estas se
encuentran la temperatura (predominantemente en ectodermos), el ruido, las
interacciones sociales, el alimento, campos eléctricos y la presién atmosférica,
entre otras (Moore Ede et al. 1982; Stephan, 2002).

El fendbmeno de sincronizacién (Fig. 3) se lleva a cabo cuando los
osciladores circadianos ajustan su periodo y fase a la ocurrencia de sefales
ciclicas ambientales (Aschoff, 1981). Para que este fendmeno de sincronizaciéon
tenga lugar es necesario: que 1) las sefiales ambientales sincronizadoras sean
regulares y predecibles, 2) los osciladores internos sean sensibles a dichas
sefiales y 3) que éstas produzcan una correccion diaria de la fase del oscilador, de
modo que, el periodo del oscilador sea igualado al de la sefal sincronizadora
(Aschoff,1981).

12h

wr=-o
“wpr=0

OSCILACION ESPONTANEA SINCRONIZADO

Figura 3. Actogramas ficticios que representan el ritmo de actividad locomotora de un
roedor nocturno, en el actograma izquierdo se muestra el patron en oscilacion
espontanea y el de la derecha muestra este mismo patrén pero sincronizado a un ciclo
luz:oscuridad. La linea discontinua el inicio de la fase de actividad. 4



3. El Nucleo Supraguiasmatico, el Principal Marcapaso Circadiano de
Mamiferos

En los mamiferos, el principal marcapaso circadiano ha sido identificado
en el nucleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotdlamo (Moore y Leak, 2001). Este
nacleo se ubica en el hipotalamo ventral anterior, dorsal al quiasma optico, rostral
a las comisuras supradpticas y ventrolateral al receso quiasmatico del tercer

ventriculo (Fig.4).

NSQ

Figura 4. Microfotografia que muestra un corte transversal del hipotalamo del cerebro de
conejo europeo (oryctolagus cuniculus) obtenido en el dia postnatal siete, tefiido
mediante la técnica de Nissil, en dénde se aprecian los nucleos supraquiasmaticos
indicados mediante la flecha (Tomada de Caldelas et al. 2007). La barra indica 200p.

Estudios en roedores adultos han mostrado, que las dimensiones de cada
NSQ son aproximadamente de 300 p tanto medio-lateralmente como dorso-

ventralmente y 700 p rostro-caudalmente (Moore y Leak, 2001). Cada nucleo
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contiene en promedio entre 10,000 y 12,000 neuronas, con un diametro de entre
7-12um (Van den Pool, 1980; Reus et al. 1996), ademas la mayoria de sus axones
forman microcircuitos dentro del mismo nucleo (Moore y Leak, 2001).

Dadas sus caracteristicas anatomicas el NSQ se divide en dos regiones
(Fig.5) dorsomedial (DM) o coraza y ventrolateral (VL) o corazon (Moore y Leak,
2001). La region DM del nudcleo, se caracteriza principalmente por contener
pequefias neuronas alargadas con un gran nucleo y pocos organelos celulares.
Estas neuronas se encuentran muy compactas e interconectadas somaticamente.
La region VL de este nucleo, se caracteriza por una densidad baja de neuronas
esféricas y un citoplasma rico en organelos celulares. Estas neuronas estan
rodeadas por células gliales las cuales inervan a todas las neuronas del area VL
del nucleo (Moore y Leak, 2001). Se ha sugerido que las areas DM y VL juegan
diferentes papeles en la generacion y regulacion de la ritmicidad circadiana en
mamiferos, debido a las marcadas diferencias en el contenido de neuropéptidos

de estas regiones.

Dia de la generacion

Neuronal
™ 4 EIS
; P P @ Ei6
/s /e DM " B ey

Figura 5. La imagen muestra las subdivisiones neuroanatdmicas que caracterizan al

nacleo supraquiasmatico del hipotalamo, la region Dorsomedial (DM) o coraza y la

regsiudiggrend@adqres hanceenrmstiada gueracpartad Medehagickap axisten
subdivisiones, en el nulcleo supraquiasmatico de la rata. Las abreviaturas Tercer

ventriculo (3V) y Quiasma 6ptico (QO). Modificada de Moore y Leak, 2001.



células inmunopositivas a diferentes neuropéptidos entre los que se
encuentran, la avidina vasopresina (AVP), somatostatina, el factor liberador de
corticotropina, neuroficina y encefalinas entre otros (Moore y Leak, 2001). Mientras
que el area VL del nucleo se encuentran células inmunopositivas a el péptido
vasoactivo intestinal (VIP), péptido histidina leucina (PHL), péptido liberador de
gastrina y la bombesina (Moore y Leak, 2001). Ademas a estos péptidos se
pueden sumar la presencia de algunas otras sustancias en ambas regiones del
nacleo, como son la presencia de neurotensina, angiotensina Il, somatostantina,
sustancia P y el &cido gamma aminobutirico (Van den Pool, 1980; Moore y Speh,
1993). Este dltimo y sus receptores juegan un papel importante en la
neurotrasmision en el NSQ.

Un gran numero de evidencias experimentales demuestran que el NSQ es
el principal marcapaso circadiano en mamiferos. Se ha encontrado que lesiones
bilaterales de esta region hipotalamica (NSQ), producen la desorganizacion de
diferentes patrones circadianos tales como: el ritmo suefio-vigilia (Moore-Ede et al,
1982), la ingesta de agua (Moore et al. 1967, Stephan y Zucker, 1972), la actividad
locomotora (Moore et al. 1967, Moore y Eichler, 1972; Stephan y Zucker, 1972), la
secrecion de corticoesteroides (Moore y Eichler, 1972), entre otros. Ademas es
bien conocido que los transplantes de NSQ fetal a animales previamente
lesionados restablece algunos de los ritmos desorganizados por dicha lesion
(Sawaki et al,1984; Druker et al 1984), sin embargo, los mecanismos por los
cuales el transplante restaura la ritmicidad se desconocen (Moore y Leak, 2001).
Adicionalmente los transplantes de otros tejidos cerebrales, como la corteza
occipital, no tienen la capacidad para restaurar una funcion ritmica en sujetos con
lesiones de NSQ, mantenidos bajo condiciones de oscuridad constante, lo cudl
indica que la ritmicidad circadiana parece ser una de las propiedades exclusivas
de las neuronas contenidas en el NSQ (Garcia-Hernandez et al. 1987).

Numerosas investigaciones han mostrado que el NSQ mantiene su
ritmicidad tanto in vivo, como en condiciones in vitro (Moore y Leak, 2001). EI NSQ
in-vivo exhibe ritmicidad en su actividad metabdlica (Schwartz y Gainer, 1997) y

eléctrica (Inouye y Kawamura, 1979) aun cuando el nucleo es deaferentado, de



igual forma ocurre en estudios in vitro (Green y Gillette, 1982; Groos y Hendrinks,
1982; Shibata et al. 1982). Todas estas evidencias indican que el NSQ funciona

como un oscilador circadiano autébnomo (Welsh et al. 1995).

3.1 Las Aferencias y Eferencias del NSQ

Una de las principales aferencias al NSQ (Fig. 6) que provee informacion
sobre los cambios diarios de iluminacién, es el tracto retino-hipotalamico (TRH),
sus axones viajan desde las células ganglionares (CG) tipo lll de la retina, las
cuales poseen el fotopigmento melanopsina (Moore, 1995). Estas CG inervan
principalmente la parte VL del NSQ, estos axones liberan aminoacidos excitadores
tales como, glutamato o N-acetylaspartyglutamato y el péptido hipdfisiario
activador de la adenilato ciclasa (Liou et al. 1986; Moore y Leak, 2001). La
principal funcién del TRH es proveer informacion relacionada con la alternancia
dia-noche al NSQ, permitiendo sincronizar foéticamente la ritmicidad endégena.
Una segunda via se origina de algunas colaterales del TRH e inervan una region
del cuerpo geniculado lateral del tadlamo llamada hojuela intergeniculada (IGL), la
cudl a través del tracto geniculo hipotalamico (TGH) inerva la region VL del NSQ.
Este tracto emplea neurotransmisores tales como el neuropéptido Y, encefalinas y
GABA (Harrington et al. 1985; Moore y Leak, 2001).

Adicionalmente existe una densa inervacién serotoninérgica del cerebro
medio al NSQ, se describe esta involucrada tanto en la sincronizacién fética, como
en la no-fética. El rafe medial inerva al NSQ y el rafe dorsal inerva a la IGL
(Caldelas et al. 2005; Challet et al. 2003).

Finalmente, el ndcleo paraventricular del tdlamo (PVT) también presenta
abundantes conexiones reciprocas con el NSQ (Fig.6), de hecho se han reportado
gue el PVT tiene proyecciones directas hacia el NSQ en ratas (Moga et al. 1995) y
en ratones (Abrahamson y Moore, 2001). El glutamato es el principal
neurotransmisor de las neuronas del PVT que proyectan al NSQ (Moga et al.
1995), en especies diurnas, como en nocturnas (Novak et al. 2000). Al parecer el
PVT participa como modulador de la respuesta del NSQ a la luz, principalmente al

final de la noche; adicionalmente el PVT es una via de entrada de informacion
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visceral y de modalidades no-féticas hacia el NSQ (Aguilar-Roblero et al. 2004).
Se sugiere que tanto la IGL como el PVT son relevos que participan en la
transmision de la informacion no-fética (ruidos, temperatura, movimiento) hacia el
NSQ, permitiendo que diversos estimulos también puedan ejercer influencia como

sincronizador de los ritmos circadianos (Aguilar-Roblero et al. 2004).

Aferentes Eferentes
. zSPV
Retina \ /
—— DMH
IGL — @
\ PVT

Figura 6. La imagen muestra las principales aferencias y eferencias del nucleo
supraquiasmatico de la rata. Dentro de las aferencias que inervan al nlcleo
supraquiasmatico encontramos: las células ganglionares de la retina, enviando a su vez
colaterales hacia hojuela intergeniculada lateral (HIL), sus aferentes viajan desde el
ndcleo supraquiasmatico hasta la zona subparavetricular del hipotalamo (zSPV), el
nacleo dorsomedial del hipotdlamo (DMH) y el nacleo paraventricular del talamo (PVT).
(Essevelt et al. 2000).

Una de las principales incognitas que aun siguen sin resolverse, es cOmo se
transmite la informacion ritmica del NSQ, al resto del organismo. Las vias
eferentes al NSQ se organizan en tres grupos: un grupo de fibras se dirige
rostralmente e inerva la regién ventrolateral del area predptica y el septum; otro
grupo de fibras cursa dorsal o lateral y se dirigen hacia el tdlamo, las fibras
dorsales inervan el nucleo paratenial y el talamo paraventricular (grupo de nucleos
intralaminares), mientras que las fibras laterales cursan hacia el cuerpo geniculado
ventrolateral y especialmente hacia la hojuela intergeniculada. Finalmente el tercer

grupo de fibras se dirige caudalmente hacia el neuropilo en el borde ventrolateral



del ndcleo paraventricular del hipotalamo, region denominada zona
subparaventricular (zSPV), continuando con el neuropilo medial al nucleo
ventromedial, el nucleo dorsomedial, el hipétalamo posterior y terminando en el
polo rostral de la sustancia gris periacueductual, mientras que otras fibras cruzan a
la region retroquiasmatica y terminan en el neuropilo entre el nicleo arqueado y el
hipotalamo ventromedial (Moore y Leak, 2001). La gran mayoria de las eferentes
hacia el NSQ se dirigen hacia zSPV y ésta a su vez se dirige a los mismos blancos
que el NSQ. Por esta razén se ha llegado a proponer que esta unidad esta
involucrada en la transmision de la sefial de tiempo al resto del sistema nervioso
(Moore y Leak, 2001, Essevelt et al. 2000; Reuss, 1996).

3.2 La Maquinaria Molecular del NSQ

En la actualidad se sabe que la generacion de la ritmicidad de las células
gue componen el NSQ es la consecuencia de la oscilacion de un conjunto de
genes reloj (tres genes Period, dos genes Criptocromos, dos genes Dec, y los
genes controlados por el reloj Gcr), los cuales forman asas de retroalimentacion
trascripcion-traduccion de forma ritmica (Reppert y Weaver 2001; Okamura, 2003).

El actual modelo molecular (Reppert y Weaver 2001; 2002; Okamura et al.
2002; Kawamoto et al. 2004) propone gue los productos dimerizados de los genes
CLOCK/BMAL1, funcionan como un factor de trascripciébn el cuél, se une al
elemento E-Box en los promotores de los genes Perl, Per2, Per3, Cryl, Cry2,
Rev-erba (Fig.7). Las proteinas producto de los genes Per y Cry forman
heterodimeros (PER1/CRY1 o PER2/CRY2) que son fosforilados por las caseina
cinasa ¢ para estabilizarlos en el citoplasma y que estos no sean degradados
(Reppert y Weaver, 2001). Estos heterodimeros, son translocados al ndcleo donde
inhiben su propia trascripcion, ya que desplazan al complejo CLOCK/BMALL1 del
E-box. Al parecer las proteinas DEC también funcionan como reguladores
negativos del asa, ya que inhiben la actividad transcripcional de CLOCK/BMALL1
por competencia con el heterodimero. El periodo de oscilacion parece depender
principalmente de la tasa de degradacion de las proteinas reloj, dicha degradacién

se relaciona en forma inversa a la formacion y fosforilacién de dimeros como PER
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y CRY, y a su translocacion hacia el nucleo (Reppert y Weaver, 2001; Chang y
Reppert, 2001; Homma et al. 2002; Okamura, 2003).
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Figura 7. Modelo molecular de los mecanismos involucrados en el reloj circadiano de los
mamiferos. Para mayor detalle ver texto. Modificada de Cermakian y Sassone-Corsi,
2000.

Aungue el asa de retroalimentacion negativa previamente descrita es
suficiente para oscilar por si misma, a ésta se sobrepone otra asa de
protoalimentacion (retroalimentacion positiva), lo que brinda mayor estabilidad y
precision a la oscilacion. Como se ha mencionado anteriormente el dimero
CLOCK/BMALL1 también esta encargado de la trascripcion del gen rev-erbe; el

producto de este gen, la proteina REV-ERB« es capaz de inhibir la trascripcion de
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los genes Bmall, Clock y Cryl. Por lo tanto, cuando los complejos PER1/CRY1 o
PER2/CRY2 desplazan a CLOCK/BMAL1 de la E-box, la disminucién en la
trascripcion de Reverva conduce a la transcripcion de Bmall y Clock,
reestableciendo los niveles de las proteinas CLOCK y BMAL1 y asegurando que el
ciclo se repita (Van Gelder et al. 2003; Isojima et al. 2003; Okamura, 2003;
Kawamoto et al. 2004).

Se sugiere que los eventos post-traduccionales tales como el estado de
fosforilacion proteico, las interacciones y la ubicacion subcelular de proteinas
contribuyen en la generacion del asa molecular con un periodo cercano a las 24

horas (Reppert y Weaver, 2001).

4. Otros Osciladores Circadianos

En la actualidad es bien conocido que existen otros osciladores circadianos
distribuidos en el organismo de los mamiferos (Schibler et al. 2003; Balsalobre,
2002). Se ha observado que los genes que estan involucrados en la generacién de
la ritmicidad circadiana del NSQ, también se expresan en otras areas cerebrales,
en 6rganos periféricos y aun en lineas de cultivos celulares. Todos estos expresan
oscilaciones circadicas in vitro solo por pocos dias sin recibir ninguna sefal del
NSQ (Yamazaki et al. 2000; Okamura, 2003). Dentro de las estructuras que
exhiben ritmicidad circadiana podemos encontrar al bulbo olfatorio (Granados et
al. 2004), al rifién, al higado los pulmones, el corazon, el pancreas (Yamazaki et
al. 2005), la retina (Tosini y Menaker, 1998). Sin embargo, la extirpacion de estos
tejidos no altera la expresién de la ritmicidad circadiana (Gruart et al. 2002).

También existe otro oscilador circadiano que tiene una gran relevancia
funcional tanto en vertebrados inferiores; esta es la glandula pineal, la cudl tiene
como funcion primordial la secrecion de la hormona melatonina. En casi todos los
mamiferos, se ha observado que la melatonina presenta un ritmo circadiano en la
sintesis de estd hormona (Moore y Leak, 2001). En mamiferos, esta hormona
tiene como funcién proporcionar informacion al organismo sobre la duracién del

ciclo luz-oscuridad, ademas de ser un asa de retroalimentacion negativa para el
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disparo neuronal del NSQ capaz de sincronizar los ritmos (Aguilar-Roblero et al.
2004).

5. El Desarrollo Temprano del Sistema Circadiano

El desarrollo del sistema circadiano ha sido predominantemente estudiado
en roedores. Durante el desarrollo embrionario, la pared diencefalica del tubo
neural se divide en cuatro areas, de las cuales, de la zona ventral celular es de la
que emerge el hipotdlamo y todas las neuronas hipotalamicas incluyendo las del
NSQ, estas son formadas a partir del epitelio germinal del diencéfalo ventral, justo
en la matriz germinal inmediata al quiasma éptico (Altman y Bayer, 1978, 1986).
En ratas, el NSQ es visible en el dia embrionario (E) 16 y distinguible como una
unidad el dia E17. Entre el dia E17 y el dia postnatal (P) 10 el ndcleo puede
visualizarse con una apariencia adulta. Sin embargo las regiones DM y VL son
distinguibles hasta el dia postnatal P6 (Moore et al.1989). De igual forma durante
etapas prenatales comienzan a desarrollarse las aferencias foticas al NSQ
aproximadamente el dia E15; entre los dias E16 y E17 comienza la formacion del
quiasma o6ptico y los tractos épticos (Moore y Leak, 2001). Simultaneamente, se
inicia la formacién de las proyecciones terminales del nucleo, el nucleo geniculado
lateral y el coliculo superior (Moore y Leak, 2001). Inicialmente, las proyecciones
son dispersas y la maduracion de las conexiones sindpticas ocurren en etapas
tempranas postnatales entre el dia P20-21 (Moore et al.1989).

Una vez iniciada la etapa post-mitdtica el marcapaso hipotalamico es
funcional, debido a que las células de este nucleo exhiben ritmicidad tanto en su
actividad metabdlica, en su actividad eléctrica, asi como en la sintesis de
vasopresina que se observa en la region DM del NSQ, a partir del dia P21
(Reppert y Weaver, 1989).

Evidencias experimentales indican que tan pronto como el NSQ es
funcional, este es también sensible y sincronizable por sefiales no-foticas
maternas. Es importante mencionar que las células del NSQ fetal exhiben
ritmicidad diurna aun cuando no se han formado las aferencias de la retina (Moore

et al. 1989), sugiriendo de esta forma que las sefales provenientes de la madre,
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tienen una influencia importante sobre la ritmicidad del NSQ de los fetos (Davis,
1981). De hecho estudios por Reppert y Schwartz, 1983, mostraron que la
actividad metabdlica del NSQ fetal esta enfasada al de la madre gestante. Ademas
se ha encontrado que en hembras gestantes ciegas, la actividad metabdlica del
NSQ de los embriones muestran ritmicidad y ademas estd en fase con la
oscilacion espontanea de la madre (Reppert y Schwartz, 1983). Por otra parte, se
ha encontrado que la destruccion del NSQ materno en las etapas tempranas de la
gestacion, produce la pérdida de la relacion de fase entre los fetos, tanto en la
actividad metabdlica, como eléctrica del NSQ (Reppert y Weaver, 1989). Sin
embargo, mediante la administracion de agonistas dopaminérgicos, melatonina o
restriccion de alimento a madres arritmicas por destruccion del NSQ, es posible
sincronizar el marcapaso circadiano de los fetos, por lo que esta sincronizacion
no-fotica no depende de la integridad del NSQ materno (Reppert y Weaver, 1989).
En la actualidad continda siendo motivo de estudio el dilucidar cuéles son las
sefales sincronizadoras no-féticas del NSQ fetal, y al parecer se trata de sefales

redundantes provenientes de la hembra gestante (Reppert y Weaver, 1989).

5.1 La Sincronizacion No-Fética Durante el Desarrollo

Estudios realizados por Reppert y Weaver (1989), indican que durante la
gestacidon y etapas tempranas postnatales, las sefales no-féticas provenientes de
la hembra resultan ser las principales sefiales sincronizadoras del sistema
circadiano de las crias, en comparacion con las sefiales foticas, las cuales juegan
un papel importante durante la vida adulta (Reppert, 1995).

En mamiferos la primera exposicion a un ambiente ritmico ocurre in-utero
en donde los fetos pueden experimentar un ambiente de estimulacion ritmica no-
fotica proveniente de la hembra, tales como fluctuaciones diarias en niveles
hormonales y nutrientes, asi como de la actividad de la madre y motilidad uterina
(Caldelas et al. 2005). En mamiferos altriciales al momento de nacer, el sistema
visual aun no es funcional, por lo que el sistema circadiano de neonatos podria ser

particularmente sensible a sefiales no-féticas maternas.
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Actualmente es bien conocido que en etapas tempranas postnatales,
roedores mantenidos bajo condiciones diarias de iluminacién u oscuridad
constante, asi como en neonatos ciegos, exhiben ritmos sincronizados a hembras
nodrizas (Reppert et al. 1984; Hastings et al. 1998; Ohta 2003). Esto ha
demostrado la relevancia que tienen las sefales no-féticas como agentes
sincronizadores (Caldelas et al. 2005). Aunado a esto, se ha encontrado que en
roedores un ritmo artificial de ausencia y presencia de la hembra lactante funciona
como una eficaz sefial sincronizadora (Caldelas et al. 2005).

En el periodo postnatal, al parecer se refuerza la relacion de fase que fue
establecida durante el periodo prenatal (Takahashi et al, 1989); esto se debe a
gue la hembra lactante funge como una sefial sincronizadora no-fotica del sistema
circadiano de las crias (Takahashi et al. 1982). De hecho Deguchi (1975) encontré
qgue las hembras nodrizas pueden tener cierta influencia en la actividad de N-acetil
transferasa (NAT) en la glandula pineal de las crias, ya que observo que el ritmo
de NAT estaba en fase al de las hembras nodrizas, que ademas este ritmo
sincronizado persiste aun cuando las crias son mantenidas en oscuridad
constante. Ademas la sincronizacion neonatal en la actividad de NAT no depende
de las sefales foticas, ya que en crias ciegas se ha observado que el ritmo de
NAT y de corticoesterona se encuentran en fase a la hembra nodriza (Takahashi,
1982). Existen reportes en los que son empleadas hembras nodrizas mantenidas
bajo fotoperiodos que difieren de la madre natural, en estas observaron que parte
de la camada muestra una fase similar al de la hembra natural y la otra parte
presenta la fase de la hembra nodriza (Reppert et al. 1984; Homma et al. 1987).
Reportes que evidencian que el modelo propuesto de sincronizacion no-fética
mediante la administracion de hembras nodrizas en ratas es limitado, lo cual
puede deberse a los exhaustivos cuidados maternos que exhibe esta especie. De
acuerdo con Ohta y Col. 2002, en ratas la presentacion continua de hembras
nodrizas es una sefial deficiente para el control de la fase del NSQ, sin embargo la
de la privacibn materna resulta un modelo mas eficaz para el estudio de la

sincronizacion no-fotica en roedores (Ohta et al.2003)
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6. La Ritmicidad Circadiana en Conejos en Desarrollo

El conejo Europeo (oryctolagus cuniculus), es un modelo que nos ofrece

una gran oportunidad para el estudio de la sincronizacion no-fética de mamiferos
en desarrollo, ya que esta especie se caracteriza por exhibir una peculiar conducta
materna (Fig. 8). Desde el nacimiento las crias son mantenidas en una madriguera
subterrdnea, la hembra con su propio pelo y algunos otros materiales forma un
nido en el que permanecen las crias, cabe destacar que los neonatos permanecen
bajo condiciones de oscuridad continua y la Unica sefial sincronizadora proviene
de la hembra lactante, la cual muestra un ritmo circadiano en su conducta de
amamantamiento (Zarrow et al. 1965; Hudson y Distel, 1982; 1989; Jilge, 1995).
Es importante mencionar que las crias de conejo son altricias al momento del
nacimiento, los neonatos en la primera semana de nacimiento se caraterizan por
no tener pelo, poseer ojos y canales auditivos cerrados (Fig. 9), y contar una
capacidad limitada para responder a la estimulacién auditiva (Gottlieb, 1971),
cambios de luz (Ripisardi et al. 1975) y con una insuficiente capacidad
termorregulatoria (Wishaw et al. 1979). Es de llamar la atencién que en cada
evento de amamantamiento las crias de conejo tienen la capacidad de ingerir del
10 al 30% leche equivalente a su peso corporal (Denenberget et al; 1963,1997,
Hudson y Distel, 1983, 1989).
Debido al corto periodo de tiempo que la hembra visita a sus crias, los cuidados
maternos que exhibe esta especie son muy limitados en comparacién con otros
mamiferos, como es el caso de los roedores, en donde las hembras muestran
exhaustivos cuidados maternos.

Por lo que el amamantamiento es sin duda el evento mas importante para
las crias del conejo y todas las conductas en el nido parecen dirigirse a asegurar
el consumo suficiente de leche en los 3 0 4 minutos disponibles al dia, una
caracteristica importante que hace mas eficiente la busqueda del pezon y el
consumo de leche, es la feromona materna (Hudson y Distel, 1984; Hudson y
Distel, 1990), que parece estar involucrada en el alertamiento de las crias al

momento del amamantamiento, aun desde el primer dia.
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Figura 8. Esquema (A) muestra la representacién de la conducta materna del conejo
Europeo al entrar al nido en condiciones naturales, (B) muestra el nido formado por la
hembra con crias recién nacidas. La fotografia(C) muestra las condiciones de cautiverio,
en donde las hembras siguen exhibiendo su particular conducta materna.

Figura 9. La fotografia muestra una cria de conejo de 1 dia de edad, cabe destacar que
esta especie es altricia, nace con escaso pelo, con canales auditivos y parpados
totalmente cerrados. (Tomada de Tejadilla 2006).
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Aunado a esto se ha observado, que las crias del conejo, son capaces de
anticipar la llegada de la hembra lactante (Jilge y Hudson, 2001), mostrando a
nivel conductual incrementos en su actividad general dentro del nido, asi como a
nivel fisiolégico, exhibiendo cambios en la temperatura corporal que preceden al
amamantamiento, lo cual permite a las crias incrementar su actividad locomotora
antes de la llegada de la hembra y optimizar el tiempo en que se alimentan. Este
fendbmeno de anticipacion persiste aun cuando las crias son privadas del acceso a
la hembra durante 72 horas (Jilge et al. 2001).

Como se menciond, horas previas a la llegada de la hembra las crias
incrementan su actividad locomotora y comienzan a descubrirse (Fig. 10) del
material del nido (Hudson y Distel, 1982), incrementando los niveles de
corticoesterona plasmatica (Rovirosa et al. 2005) y de temperatura corporal (Jilge
et al. 2000). Al aproximarse el evento del amamantamiento las crias muestran un
incremento en la sensibilidad a las vibraciones y al tacto, reaccionando hasta al
mas pequefio disturbio incrementando su actividad y sus vocalizaciones. Las crias
saltan en el nido poniendo su hocico debajo de la panza de la hembra con la

finalidad de buscar rapidamente el pezén (Hudson y Distel, 1983).

30 min. previosal amamantamiento 30 min. posteriores al amamantamiento

Figura 10. La imagen muestra el fendbmeno de anticipacion al alimento en conejos
neonatos 30 minutos anteriores a la llegada de la hembra (panel izquierdo) y 30 minutos
posteriores al amamantamiento en donde las crias se encuentran cubiertas por el
material del nido (panel derecho). Tomada de Hudson y Distel, 1982.
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El evento del amamantamiento finaliza con un salto abrupto de la hembra
fuera del nido y con el desprendimiento inmediato de los pezones de la hembra
por parte de las crias. Aproximadamente después de treinta segundos, las crias
excavan vigorosamente debajo del material del nido, para cubrirse (Fig. 10),
tratando siempre de mantenerse juntos y asi maximizar el contacto corporal, para
mejorar su deficiente capacidad termorregulatoria (Hudson y Distel, 1989).

Los estudios realizados por Jilge (2000) corroboraron que los neonatos de
conejo son capaces de anticipar el momento de amamantamiento a nivel
fisiolégico, estos estudios los realiz6 monitoreando el ritmo de temperatura
corporal a partir del dia 4 al 28 de edad. En estos estudios Jilge (2000) sugiere la
existencia de dos componentes que conforman el patron ritmico de la temperatura
corporal en conejos neonatos amamantados cada 24 horas: el primero es un
componente anticipatorio (endégeno), el cudl 2.5 a 3.5 horas antes del
momento del amamantamiento las crias exhiben un incremento en la temperatura
de 0.4 a 0.6 °C (Fig. 11), aumento que persiste atn cuando las crias no tienen
acceso a la madre. El segundo es uno componente (exdgeno) que comienza de
4 a 8 minutos después del comienzo de la ingestion de la leche en dénde la
temperatura incrementa de 0.3 a 0.6 °C, el cual es seguido por un abrupto
decremento en la temperatura (Fig. 11). Este componente exdgeno parece
explicarse debido a los componentes de la leche, la cual es rica en energia (13.1%
grasa, 12.39% de proteina, 1.9% de lactosa; Patton 1994), causando un diferente
pero adicional pico termogenico. Cuando los neonatos son mantenidos por 48
horas en ayuno se ha encontrado la persistencia del incremento anticipatorio,
mientras que el incremento adicional (pico termogénico) desaparece bajo estas

condiciones (Jilge et al. 2000).
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Figura 11. Graficas representativas: (A) del ritmo de temperatura corporal de una cria de
conejo alimentado cada 24 horas (la linea vertical indica el momento de
amamantamiento) y (B) de un neonato mantenido en ayuno durante 48 horas (indicado
por los triangulos) Tomado de Jilge et al. 2000 y Jilge y Hudson 2001.

Evidencias experimentales de nuestro grupo de investigacion indican que la
maguinaria molecular del NSQ es sensible y sincronizable a las sefiales no-féticas
maternas. En crias de 7 dias los genes reloj Perl, Per2; Bmal 1, exhiben un patrén
diurno en el NSQ (Caldelas et al. 2007; Caldelas et al. enviado). En este trabajo,
también se encontré que nucleo ventral del hipotalamo anterior (NVHA) muestra
expresion ritmica de los genes reloj Bmall y Cryl (Caldelas et al. 2007) Se sabe
gue el NVHA esta implicado en el control de la temperatura corporal (Kobayashi,
1986; Curras et al. 1991), mantenido a su vez conexiones reciprocas con las

neuronas termosensitivas del area preoptica medial y el nacleo de la estria
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terminalis. Por otra parte también hemos encontrado que cambios en el horario de
amamantamiento, producen cambios de fase tanto en el patron de expresion de
los genes reloj Perl, Per2 y Bmall en el NSQ de conejos neonatos, como en el
ritmo de temperatura corporal (Caldelas et al enviado, Caldelas et al. en prensa).
En el caso del fendbmeno de anticipacion al amamantamiento, no hay
estudios que indiquen si estructuras hipotalamicas involucradas en la generacion
de la ritmicidad circadiana también participen en el fendbmeno de anticipacion en

animales mantenidos en ayuno.

Desde etapas prenatales, asi como en etapas tempranas postnatales, las
sefales provenientes de la madre tienen una relevancia fundamental para la
supervivencia de los neonatos, en particular en mamiferos altriciales, como es el
caso del hombre. Esta informacion ritmica de la madre es transmitida a los crios
desde que estos se encuentran in Utero, de hecho el ambiente del feto es
obviamente ciclico, ya sea por que el universo humoral al que esta sometido (los
niveles de ciertas hormonas, el paso de nutrientes), o por los cambios de
comportamiento materno, ocurren de forma ritmica. Estudios con infantes
prematuros y recién nacidos a término, han evidenciado una eventual presencia
de componentes ritmicos en el rango circadiano de frecuencias, particularmente el
ciclo suefo-vigilia, los cuales sugieren un proceso iniciado en las Ultimas semanas
(Tenreiro et al. 1991).

Durante estas primeras etapas del desarrollo tiene lugar el ajuste fino en
cuanto el funcionamiento del sistema nervioso central, como es el caso de la
apoptosis, ademas durante estos periodos criticos del desarrollo el sistema
nervioso es sensible a ser alterado por diferentes factores epigéneticos. Se sabe
gue durante estas etapas del desarrollo, también ocurre la maduracion del sistema
circadiano, en donde se forman las principales aferencias y eferencias del NSQ,
es posible que durante estas etapas las sefales no-féticas maternas jueguen un
papel preponderante en el establecimiento de conexiones relevantes para el

sistema circadiano. En la actualidad no se sabe cual es el efecto de la ausencia de
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sefiales ritmicas en etapas tempranas del desarrollo y su impacto a nivel
neuroanatomico, molecular y de comportamiento de los infantes.

En la actualidad es bien sabido que un gran numero de procesos
psicoldgicos poseen un componente circadiano, tal como es el caso del
aprendizaje, en dénde se han corroborado relaciones importantes entre el reloj
biolégico y diversas estructuras cerebrales. En roedores, las eferencias del NSQ
se dividen en hipotalamicas y unas pocas eferencias extra-hipotalamicas. De estas
tltimas, algunas se dirigen de una forma muy directa hacia el hipocampo y la
amigdala (Watts, 1991). Se cree que otras vias mas indirectas podrian ser los
nacleos de rafe (NR) y los nucleos coeruleus (NC) que producen serotonina y
noradrenalina, respectivamente, con un patréon ritmico. Tanto los nucleos de rafe
como los nucleos coeruleus mandan proyecciones hacia el hipocampo (Kolen et
al. 1989). Estas vias NSQ-NR/NC-Hipocampo podrian determinar la liberacién
ritmica de serotonina y noradrenalina en el hipocampo. Por su parte se sabe que
estos neurotransmisores afectan los mecanismos celulares esenciales para la
potenciacion a largo plazo, proceso que se considera como una de las bases
fisiolégicas del aprendizaje (Rosenzweig 1996). En la actualidad no se tiene
informacion sobre el desarrollo de estas aferencias, asi como los posibles efectos
de factores epigenéticos sobre el funcionamiento coordinado de estas estructuras.

En adultos, ha sido bien establecida la relacién del sistema circadiano y
algunas las psicopatologias, en particular aquellas que involucran desérdenes de
la afectividad o emocionalidad; en la mayoria de los casos estas se caracterizan a
por presentar patrones anormales en los ritmos circadianos, 0 mas genéricamente,
en la estructura temporal. Para mencionar algunos, en la depresién unipolar y
bipolar (Asberg et al, 1976), la depresion estacional (Lewy, 1988), la depresion
melancolica (Frazer et al, 1986), la anorexia nerviosa (Delvenne, 1992), la
esquizofrenia (Van Cauter, 1986) se han observado ritmos circadianos anormales,
tanto en el comportamiento, como en la fisiologia. Por lo tanto, la prevalencia de
los trastornos cronobiolégicos en las patologias afectivas sugiere que en el
sistema circadiano puede haber pistas importantes acerca de la etiologia y los

tratamientos de las enfermedades.
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[Il. TRABAJO EXPERIMENTAL

1.OBJETIVOS

> General

Determinar el efecto de la privacion materna de 72 horas sobre el
funcionamiento de diferentes nucleos hipotalamicos.

» Especificos
Conocer el efecto de la privacion materna de 72 horas sobre el perfil de
expresion de los genes Perl, Per2 y Bmall en el nacleo supraquiasmatico
del hipotalamo.
Conocer el efecto de la privacion materna de 72 horas sobre el perfil de

expresion de los genes Perl, Per2 y Bmall en el nlcleo ventral del
hipotalamo anterior.

2.HIPOTESIS

Los osciladores circadianos poseen la capacidad de generar
oscilaciones de forma autosostenida con un periodo cercano a 24 horas, en
ausencia de sefales ritmicas ambientales. Si el ndcleo supraquiasmatico y
el nucleo ventral del hipotalamo anterior estan involucrados en la
generacion y mantenimiento del patrén anticipatorio al amamantamiento en
conejos neonatos, la expresion ritmica de los genes reloj Perl, Per2, Bmall
en estos nucleos hipotalamicos persistiran bajo condiciones de ausencia del
evento de amamantamiento.
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3.METODOS
3.1 Animales

Se emplearon 60 crias, obtenidas de 9 camadas de diferentes hembras de
conejo europeo (Oryctolagus cuniculus) de raza chinchilla. Los cuales fueron

criados y mantenidos en el Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

3.2 Tratamiento Experimental

» Condiciones de alojamiento de los animales
Las hembras fueron alojadas en jaulas individuales (12x60x45 cm de alto),
las cuales contaban con un riel en la parte media donde se podia desplazar una
lamina que separaba a la jaula en dos. Las hembras estuvieron albergadas en un
cuarto con un ciclo 18 horas de luz / 6 horas de oscuridad (el encendido de la luz
fue a las 10am). La temperatura ambiente fue mantenida a 20+/- 2°C, con
humedad relativa entre 40-60%; con alimento (Conejos Engorda, Malta Cleyton,
México) y con agua ad libitum. Para la formacién del nido se les proporciona paja y
una caja de acrilico opaca (28 x 29.5 x 30cm de alto), con una abertura de 14 cm
de diametro, la cual fue proporcionada a las hembras gestantes 4 dias anteriores
al parto (el cual se calcula a partir del dia de apareamiento).
» Aislamiento
Después del parto, el cual solo lleva unos pocos minutos en los conejos
(Hudson et al. 1999), fueron pesados y permanecieron con sus madres durante
seis horas para que esta exhibiera las conductas maternas necesarias. Después
de este tiempo, las crias se dejaron en la caja nido y se separaron de la hembra
por medio de la lamina corrediza; las cajas nido fueron cubiertas con una funda
plastica que impedia el paso de la luz al nido.
» Sincronizacion
El dia del parto fue considerado como dia postnatal 0 (P0). El siguiente dia
(P1), 30 minutos antes del encendido de las luces y con ayuda de una lampara
roja (que irradia 10 lux en el cuarto de la colonia y 2 luxes hacia la caja nido; la luz

fue medida YK-10LX, Lutron, Electronic Enterprise Co; Taipei, Taiwan) fue
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removida la cubierta de la caja nido cuidadosamente para no perturbar a las crias,
la lamina que separaba a las crias fue abierta para permitir el acceso a la madre
para que las alimentara a sus crias. Una vez que la hembra finalizara y saliera de
la caja nido, esta de nueva cuenta fue cubierta y colocada la lamina divisora que
separaba la hembra de las crias. Cada 24 horas se realiz6 el mismo
procedimiento, para sincronizar a los neonatos.
» Grupos
Los neonatos fueron asignados a dos grupos: el Grupo Control alimentado
por la madre cada 24 horas del dia P1 a P9 y el Grupo de Ayuno, el cual fue
alimentado por la madre cada 24 horas de P1 a P7, posterior a esto los neonatos
permanecieron en ayuno los dias P8 y P9.
» Obtencién de cerebros
Con la finalidad de obtener el perfil de expresion de los genes reloj en el
hipotalamo de los neonatos, fueron sacrificados de la siguiente forma: 1hora antes
del amamantamiento (8:30am), durante el horario de amamantamiento (9:30am) y
2 (11:30am), 9 (18:30pm) y 21 (6:30am) horas posteriores al amamantamiento
(para formar 8 grupos de 5 y 6 conejos cada uno). Los conejos fueron sacrificados
en una camara de CO,, pesados y decapitados. Los cerebros fueron retirados bajo
luz normal, congelados en isopentano y guardados a —20 °C. Estos cerebros
fueron cortados en un criostato, se obtuvieron secciones coronales a 20u a nivel
del hipotalamo anterior y el NSQ. Las secciones fueron montadas en portaobjetos
preparados y almacenados a -70°C, hasta el momento de la realizacién de la
hibridacion in-situ.
» Deteccion de genes reloj
La deteccion del los genes reloj Perl, Per2 y Bmall se realizé mediante la
técnica de hibridacion in-situ (HIS) como a continuacion se describe (Fig. 12). Se
utilizaron plasmidos, amablemente donados por el Dr. Steven M. Reppert (Hospital
General de Massachussets). Mediante un procedimiento estandar los plasmidos
fueron incorporados a bacterias competentes DH5a, después las células
transformadas fueron sembradas para obtener colonias de bacterias con el

plasmido insertado. Posteriormente las bacterias con el plasmido insertado fueron
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amplificadas, por lo que fueron incubadas a 37°C en agitacién orbital durante 12
horas, para luego realizar el lisado de los plasmidos, utilizando para ello un kit de
Midi-Prep (Quiagen Plasmad Midi-Kit, EUA). Una vez obtenido el pldsmido lisado
con una concentracion de 1ug/ul, se realiz6 la linearizacion del plasmido, durante
12 horas, mediante enzimas de restriccion (estas fueron seleccionadas de acuerdo
al gen si era sentido o antisentido). Se corroboré la linearizacion del plasmido
mediante una electroforesis.

Finalmente, se realizé la transcripcion in-vitro de la sonda mediante un kit
de transcripcion SP6/T7 (Maxi script in Vitro trascripcion kit SP6/T7, Ambion Inc;
EUA) y uridina marcada con un radiontclido *S (a-thio)-trifosfato, ademéas se
usaron enzimas polimerasas que se eligieron de acuerdo al plasmido, en el caso
del gen Perl fue utilizada SP6 para la sonda sentido y T7 para la sonda anti-
sentido. Mientras que para Per2 fue utilizada T7 para la sonda sentido y para la
anti-sentido SP-6. Finalmente para el gen Bmall se utilizo T7 para la sonda
sentido y para la sonda anti-sentido SP6.

Mediante un protocolo estdndar las sondas fueron purificadas y su
concentracion fue cuantificada en un contador de centelleo descartando aquellas
sondas cuyo valor no se encontrara dentro del rango 500,000-1,000, 000 dpm/1ul
de sonda.

Siguiendo una técnica estandar se realizod la HIS (Caldelas et al. 2003),
primero se realizo la prehibridacién (Fig. 12), en la que se trato el tejido de la
siguiente forma: primero se fijo el tejido con paraformaldehido al 4%, luego se
permeabilizé con trietanoloamina 1M, se acetil6 con un amortiguador Tris
(hidroximetil) aminometano y Glicina, finalmente el tejido se deshidrat6 mediante
concentraciones crecientes de etanol. Posteriormente se realizo la hibridacion, en
la cual se cubrié el tejido con la sonda marcada radioactivamente y se dejo
hibridando por 12 horas a 54°C. Pasado éste tiempo se retir6 la sonda marcada
radiactivamente y se realizaron los bafios de astringencia utilizando para ésta
concentraciones decrecientes y a diferentes temperaturas de un amortiguador
cloruro de sodio, citrato de sodio y finalmente se deshidrato el tejido mediante

concentraciones crecientes de etanol.

26



Posteriormente se dejaron secando las laminillas y fueron acomodadas en
cassetes de autorradiografia colocando sobre estas una pelicula (Kodak Biomax)
durante 20 dias, a temperatura ambiente. Transcurrido éste tiempo se revelo la

pelicula para observar el precipitado de las moléculas de plata.

(.

=

Obtencion

tejido Elaboracié

Pelicula

Figura 12.- Representacion esquematica de la técnica para la deteccién de genes reloj
mediante hibridacion in situ, con oligodeoxinucleotidos marcados radiactivamente. Para
mayor detalle ver texto.

3.3 Analisis de Datos

Cuantificacion de la Sefial en las Peliculas de Auto-Radiografia
Se hizo la medicion de los niveles de expresion de los genes reloj Perl,
Per2 y Bmall mediante el programa MCID (Image Research Inc; Canada) el
parametro que se obtuvo fue la densidad optica relativa (DOR) de las peliculas. Al
valor obtenido cuantificado la expresion en el NSQ y del NVHA, se le sustrajo el
valor de fondo correspondiente al hipotalamo adyacente. Cada punto de muestreo
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contaba con al menos 5 sujetos, de los cuales se cuantificaron al menos tres
cortes. Posteriormente se obtuvo el promedio por sujeto y después el promedio
por cada punto del ciclo muestreado. Se reporté media y error estandar.
Analisis Estadistico

El método empleado para conocer las caracteristicas de la ritmicidad de
ambos grupos de animales fue el método COSINOR.

Halberg y sus colaboradores (1973, En: Reinberg y Smolensky, 1993)
desarrollaron una técnica para el analisis de series de tiempo, denominado
método COSINOR, mediante el cual es posible la obtencién de tres parametros:

e La amplitud (A) es el valor de la distancia entre el punto mas alto (acrofase)
y el punto mas bajo (batifase) de una oscilacion. Utilizado frecuentemente
cuando se comparan diversas oscilaciones. Cuando se utiliza el método
COSINOR, es numéricamente igual a la mitad de la extensién del cambio
para un periodo considerado.

e El mesor (M), es la media del ritmo ajustado. Cuando el intervalo de
muestreo de los datos es constante, M es igual a la media aritmética.

e La acrofase, se refiere al tiempo estimado para alcanzar el valor maximo de
un ritmo validado para un periodo en consideracién. Cuando se usa el
método COSINOR, la acrofase representa el tiempo de la cresta para el
mejor ajuste de los datos.

Este método se realiza a través del ajuste de la serie de tiempo por minimos

cuadrados a una funcién cosenosoidal. Con base al siguiente modelo:
y(ti)=M+Acos (wti+P)

En donde ti tiempo, M mesor, A amplitud, w frecuencia angular (w=211/1, T periodo,

1/1 frecuencia), @ acrofase.

Se selecciond la funcion coseno, debido a que el coseno de cero, es uno, lo que

proporciona una referencia de fase sencilla.

Con base en el tipo de datos recolectados debe ser utilizado COSINOR
sencillo o COSINOR medio. EI COSINOR medio es el procedimiento original
aplicable para la estimacion de los parametros A y @, cuando se trata con tres o

mas series de tiempo biologicas, éste método es comunmente aplicado para
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estimar las caracteristicas del ritmo de un grupo o una poblacién. EI COSINOR
sencillo es aplicable a una serie de tiempo compuesta de datos de un individuo
(datos serialmente dependientes) o a un grupo de individuos (datos serialmente
independientes). Cuando se trata de datos de un grupo de sujetos individuales, las
series de tiempo se colocan una al final de la otra, con la opcién de ajustar los
datos dentro los primeros valores relativos. Para datos serialmente dependientes
s6lo el COSINOR sencillo es el método apropiado.

4.RESULTADOS

Cabe destacar, que en condiciones experimentales las crias sobreviven sin
dafio alguno ante ayunos de dos ciclos, de hecho se ha descrito que en
condiciones naturales las crias son privadas de alimento frecuentemente debido a
la competencia entre hermanos de camada por el acceso al alimento [Hudson,
1998]. Con la finalidad de comprobar si la restriccion del acceso a las crias por
parte de la hembra no tuvo influencia en el crecimiento de los neonatos, fue
obtenido el peso corporal de éstos los dias PO y P9. Para el dia P9 el peso
promedio de los neonatos del grupo control fue de 135.6 + 18.1 gr, mientras que
de los del grupo ayuno fue 123.6 + 5.6 gr. Basados en los pesos corporales de los
neonatos encontramos, al igual que en previos reportes, que el estado de los
neonatos no se vio comprometida por el procedimiento experimental empleado, en
casos aislados hubo decesos.

Encontramos una robusta expresion de los genes Perl, Per2 y Bmall, en el
NSQ y en el NVHA de los neonatos, tal como lo habiamos demostrado en estudios
previos en nuestro grupo de investigacion (Fig. 13)
Perfil de Expresion de Genes Reloj en el NSQ

En el perfil temporal de expresién de Perl en el NSQ de los neonatos
sincronizados por amamantamiento del dia P1-P9, encontramos que exhibe un
patrén diurno en su expresion, cuya ritmicidad fue de 94.5%. La méaxima
abundancia de este gen ocurrieron 3.1 horas posteriores al horario de

amamantamiento, posteriormente los niveles de Perl comienzan a disminuir 9
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horas después observandose los niveles mas bajos de la expresion de este gen
aproximadamente 21 horas posteriores al amamantamiento, la disminucion fue de
aproximadamente 20.7% en relacion a los niveles observados en la acrofase (Fig.
14y Tabla 1).

En relacion a la expresion del gen Per 2 en el NSQ, encontramos que este
también exhibe un patrén diurno en su expresion en este grupo de animales
amamantados cada 24 horas. El andlisis COSINOR indicé que el perfil de
expresion de Per2 en el NSQ posee una ritmicidad de 94.4%. Los maximos
niveles de expresion de Per2 ocurrieron 6 horas posteriores al momento del
amamantamiento, los niveles comienzan a disminuir aproximadamente 10 horas
después del momento de amamantamiento, los niveles mas bajos de la expresion
de este gen ocurrieron aproximadamente 21 horas posteriores al
amamantamiento, la disminucion fue de aproximadamente el 37% en relacion a
los niveles observados en la acrofase (Fig. 14 y Tabla 1).

En relacion al perfil de expresion gen Bmall en el NSQ de los neonatos del
grupo control, encontramos que éste también exhibe un patron diurno en su
expresion, cuya ritmicidad fue de 97.2%. Los niveles maximos de abundancia del
gen Bmall ocurrieron aproximadamente 23.1 horas posteriores al horario de
amamantamiento, los niveles comienzan a disminuir 5 horas después del
momento del amamantamiento. Los niveles mas bajos de la expresion de este gen
se observaron 11 horas después de ocurrido el amamantamiento, la disminucion
fue de aproximadamente 27.5% en relacién a los niveles observados en la
acrofase (Fig. 14 y Tabla 1).
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Figura 14 Graficas del perfil temporal de expresién de los genes reloj Perl, Per2 y Bmall en el nlcleo supraquiasmatico de conejos
de 9 dias de edad mantenidos en un ciclo oscuridad continua. Los neonatos del grupo control (lineas continuas) tuvieron acceso a la
hembra lactante cada 24 horas para ser amamantados del dia 1 al 9 postnatal. Mientras que el grupo de ayuno (lineas discontinuas)
fueron amamntados cada 24 horas del dia 1 al 7 de edad y permanecieron sin acceso a la hembra durante los dias postnatales 8 y 9.
Las flechas indican el momento en que la hembra visita a las crias para alimentarlas.



NSQ

Perl

Acrofase 3.1 47
Ritmicidad 94.5% 96.9%
P 0.001 0.0004

Per2

Acrofase 6.0 3.2
Ritmicidad 04 4% 98 4%
P 0.001 0.0001

Bmall

CON AYU

Acrofase 231 243
Ritmicidad 96.3% 97.2%
% 0.0006 0.0003

Tabla 1. Tablas de los resultados del ajuste COSINOR de los niveles de expresion de
los genes reloj Perl, Per2 y Bmall en el nicleo supraquiasmético de los neonatos del
grupo control (CON) y grupo mantenido en ayuno (AYU).
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En el grupo de animales que fueron sincronizados por amamantamiento del
dia P1 a P7 y se mantuvieron sin acceso a la hembra lactante los dias P8 y P9
encontramos que el NSQ de estos exhibe un patron circadiano en la expresion de
los tres genes bajo estudio.

En este grupo de neonatos bajo ayuno, el NSQ muestra un patrén
circadiano en la expresion del gen Perl exhibe, cuya ritmicidad fue de 96.9%, en
donde los niveles maximos de expresion ocurrieron 4.2 horas posteriores al
horario de amamantamiento, los niveles comienzan a disminuir aproximadamente
9 horas después al supuesto momento del amamantamiento, observandose los
niveles mas bajos de la expresion de Perl a 21 horas posteriores al supuesto
momento del amamantamiento, la disminucion fue de aproximadamente 12.8% en
relacion a los niveles observados en la acrofase (Fig. 14 y Tabla 1).

En cuanto a la expresion del gen Per2 en el NSQ de este mismo grupo de
neonatos mantenidos en ayuno, encontramos que este gen también exhibe un
patrén circadiano en su expresion, cuya ritmicidad fue de 98.4%. La maxima
abundancia de Per2 en el NSQ ocurrieron aproximadamente 5.2 horas posteriores
al supuesto momento de amamantamiento, los niveles comienzan a disminuir 11
horas posteriores al supuesto momento del amamantamiento, observandose los
niveles mas bajos del gen Per2 21 horas posteriores al supuesto momento del
amamantamiento, la disminucion fue de aproximadamente 22.5% en relacion a los
niveles observados en la acrofase (Fig. 14 y Tabla 1).

Finalmente, encontramos que la expresion del gen Bmall el NSQ de
los neonatos en ayuno también exhibe un patron circadiano en su expresién, cuya
ritmicidad fue de 97.2%. La mayor abundancia de Bmall en el NSQ ocurrieron
24.3 horas posteriores al supuesto momento del amamantamiento, los niveles
comienzan a disminuir 5 horas después al supuesto momento del
amamantamiento, observandose los niveles mas bajos de la expresion de Bmall
9 horas posteriores al supuesto momento del amamantamiento, la disminucién fue
de aproximadamente 42.5% en relacion a los niveles observados en la acrofase
(Fig. 14 y Tabla 1).
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En el perfil de expresion de estos genes Perl, Per2, Bmall en el NVHA de los
neonatos del grupo control sincronizados por amamantamiento del dia P1-P9,
para el grupo de ayuno de P1-P7 y sin acceso a la hembra lactante P8 y P9, se
encontrod lo siguiente:

En lo que se refiere a la expresion de Perl y Per2 en el NVHA de los neonatos
amamantados cada 24 horas, no se detectaron cambios ritmicos en la expresion
de estos dos genes, en ambos casos tanto el porcentaje de ritmicidad (menor al
75%), como la probabilidad estadistica (<0.05) estuvieron fuera del rango para ser
considerados como fendmenos ritmicos. Por otra parte, encontramos una
importante dispersion de los niveles de expresion en los diferentes momentos del
dia (Fig. 15 y Tabla 2). Por el contrario, la expresiéon de Bmall en el NVHA de los
conejos que fueron amamantados cada 24 horas, en estos si fue encontrado un
perfil diurno de este gen, en donde la expresion de este gen exhibié una ritmicidad
del 99.2% en los neonatos del grupo control. Los niveles maximos de expresiéon de
Bmall ocurrieron 16.4 horas posteriores al momento del amamantamiento, los
niveles comienzan a disminuir 23 horas después observandose los niveles mas
bajos de la expresion de este gen a 2 horas posteriores al amamantamiento, la
disminucién fue de aproximadamente 40% en relacion a los niveles observados en
la acrofase (Fig. 15 y Tabla 2). Por lo que encontramos que el NVHA posee en
perfil diferencial en la expresion de los genes reloj, en donde solo Bmall exhibe
ritmicidad diurna.

En relacién al grupo de ayuno, en donde los neonatos no tuvieron acceso a la
hembra lactante los dias P8 y P9, ninguno de los genes bajo estudio exhibieron
ritmicidad circadiana (Fig. 15 y Tabla 2). En todos los casos el porcentaje de
ritmicidad (menor al 75%), y la probabilidad estadistica (<0.05) estuvieron fuera del
rango para ser considerados como fendmenos ritmicos. Por otra parte,
encontramos una importante dispersiéon de los niveles de expresion en los

diferentes momentos del dia (Fig. 15y Tabla 2).
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Fig. 15 Graficas de la expresion de los genes reloj Perl, Per2 y Bmall en nucleo ventral del hipotdlamo anterior (NVHA) de conejos de 9
dias de edad mantenidos en un ciclo oscuridad continua, (grupo control) con acceso a la hembra lactante para ser amamantados cada 24
horas los 9 dias (panel superior) las flechas indican el momento en que la hembra visita a las crias para alimentarlas. En el panel inferior se
muestra la expresion de estos mismos genes en el NVHA de de neonatos sin acceso a la hembra durante los dias postnatales 8 y 9, (grupo
de aviinn).



NVHA

Perl

.'ji CID fﬂ SE i e
Ritmicidad 68.5% 12.2%
P N.S. N.S.
Per2
CON AYU
Acrofase ---- --m-
Ritmicidad 70.2 % 27.2%
P N.S. N.S.

Bmall

CON AYU

Acrofase 16.4 e
Ritmicidad 00 205 66%
P 0.00003 N.S

Tabla 2. Tablas de los resultados del ajuste COSINOR de los niveles de expresion de
los genes reloj Perl, Per2 y Bmall en el ndcleo ventral del hipotalamo anterior (NVHA)
de los neonatos del grupo control (CON) y grupo mantenido en ayuno (AYU).
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5.DISCUSION

Este es el primer reporte de Ritmos Circadianos en el ndcleo
supraquiasmatico de conejos (Oryctolagus cuniculus). Como es bien conocido los
ritmos circadianos tienen como caracteristica fundamental ser generados de
manera enddgena, en mamiferos el NSQ es el encargado de dirigir la ritmicidad
enddgena. Sin embargo, existen muy pocos estudios sobre el desarrollo temprano
del sistema circadiano, debido a los exhaustivos cuidados maternos que en casi
todos los mamiferos se presentan. Un modelo que puede ofrecer una excelente
oportunidad para el desarrollo temprano del sistema circadiano, es el conejo
europeo (Oryctolagus cuniculus) (Hudson, 1998), debido a que esta especie tanto
en condiciones naturales como de laboratorio, puede observarse una visita diaria
de la hembra cada 24 hrs. para alimentar a sus crias, la cual dura solo unos
cuantos minutos (Hudson y Distel, 1989, Jilge 1993). Por lo tanto se ha observado
que las crias anticipan la llegada de la hembra incrementando sus niveles
actividad y temperatura de 1-2 hrs. antes de la llegada de la hembra (Hudson y
Distel, 1982, Jilge 1993). Ademas es importante mencionar que el patrén diurno de
actividad contina aun cuando la visita de la hembra es omitida, sugiriendo de esta
forma que esta conducta esta gobernada por un ritmo endégeno (Hudson y Distel
1982, Jilge 1993). Este fendmeno de anticipacién al amamantamiento es un patrén
ritmico circadiano que parece estar controlado endégenamente.

Una primera investigacion que busco dilucidar las bases neurales del fenbmeno de
anticipacion al amamantamiento fue realizado por Allingham et al. 1998,
empleando el gen de expresion temprana c-Fos se dieron a la tarea de identificar
los patrones de actividad neural asociados al ritmo de actividad endégena. Las
crias empleadas fueron de 3 y 7 dias de edad, encontrando que la expresion de c-
Fos ocurre en el nucleo paraventricular del talamo (PVT) 2 hrs. posteriores al
horario de alimentacion tanto en el grupo de animales alimentados diariamente
como en el grupo de animales mantenidos en ayuno de 1 dia, sugiriendo de esta
forma que el PVT refleja un patron enddgeno circadiano de actividad neural. El
PVT es un nlcleo que mantiene una inervacion importante con el NSQ, ademas

de ser un nucleo involucrado en la conducta de alertamiento.
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Otro nudcleo investigado en este trabajo es el nicleo paraventricular del hipotalamo
PVN el cual muestra una expresion celular diferenciada de c-Fos, ya que en las
crias alimentadas durante los 7 dias consecutivos hay una expresion de c-Fos
principalmente en las células parvocelulares de este ndcleo; mientras que en las
crias en ayuno c-Fos se expresa 2 hrs. posteriores al horario del supuesto
amamantamiento principalmente en las células magnocelulares. Esta expresion
diferenciada puede ser explicada de acuerdo con los autores por un estado interno
de dominancia simpatica durante la anticipacion a efectos parasimpaticos como la
urinacion, digestion y la conducta de reposo posteriores al amamantamiento.
También se observé la expresion de c-Fos en el nacleo supradptico (SO), esta
expresion es explicada debido a la ingestion de leche de acuerdo con los autores.
Sin embargo los resultados arrojados por este estudio no son concluyentes debido
al muestreo realizado en el que solo registran la expresion de c-Fos en solo 2
horas anteriores al amamantamiento y hasta seis horas después de que este
ocurrig, horas que no parecen ser suficientes para observar la expresion de c-Fos
en otras areas cerebrales incluyendo al NSQ que es el principal marcapaso
circadiano en mamiferos, y por lo tanto una estructura obvia para estudiar.
Ademas es bien conocido que c-Fos es una proteina que sirve como marcador de
activacion celular, de la cuél atiin no se conoce su funcién en general y tampoco se
ha asociado a los mecanismos moleculares circadianos.

Una de las ventajas que ofrece nuestro estudio, es que, monitoreamos la
expresion de los genes reloj, que son parte de los mecanismos moleculares que
subyacen a los Ritmos Circadianos y que al ofrecer un patrén ritmico de
expresion, sirven como un marcador de fase muy preciso. Estos genes reloj tienen
una expresion muy similar a la observada en otros mamiferos (Reppert y Weaver,
2001). En nuestro estudio la expresion de los genes reloj en animales
sincronizados por amamantamiento de P1 a P9 ocurre de la siguiente manera:
Perl es el primero que empieza a expresarse después de ocurrido el evento de
amamantamiento, aproximadamente 3.1 horas después seguido por Per2 que
comienza su expresion 6 horas después de que ocurre el horario de

amamantamiento, al disminuir estos, empieza a incrementar Bmall el cual, se
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expresa abundantemente en antifase a los genes Perl y Per2. Estos resultados
estan en concordancia con lo observado en estudios previos donde el patron de
expresion ritmica de los genes reloj Perl, Per2 y Bmall se comporta de forma
similar a lo observado en estudios previos (Caldelas et al. 2007: Caldelas et al.
enviado).

Es evidente que el NSQ de los conejos en ayuno exhibe un patrén enddégeno en
su expresion, el cudl difiere de forma significativa al del NVHA, el cual solo
muestra ritmicidad en Bmall bajo condiciones de sincronizacion, pero tan pronto
como se quita la sefal este pierde el patrén ritmico. Por lo tanto, es posible que el
NSQ este involucrado en la estimacion del paso del tiempo para anticipar el
amamantamiento y dado que este nucleo exhibe ritmicidad enddgena permita la
anticipacion de animales en ayuno.

Se han hecho estudios de otras estructuras hipotalamicas como es el ndcleo
dorsomedial y el ndcleo ventromedial del hipotdlamo de lesiones y monitoreo de
su actividad encontrando que no exhiben ritmicidad enddgena.

Sin embargo para corroborar que el NSQ es el encargado de la generacion
enddgena de la anticipacion, se necesitan hacer lesiones de este nucleo y
observar si la anticipacion se elimina o sigue presente. Ademas se tendra que
realizar un segundo experimento con la finalidad de alterar el asa de
retroalimentacion del reloj circadiano en regiones restringidas del sistema nervioso
central de forma reversible, mediante la administracion intracerebral de
oligodeoxinucleotidos antisentido dirigidos especificamente contra genes reloj que
de acuerdo a los experimentos anteriores se encuentren involucrados en el

mantenimiento de la actividad anticipatoria al amamantamiento.
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6.CONCLUSIONES

Este es el primer estudio en demostrar que el NSQ de conejos exhibe
ritmicidad enddgena, ya que los conejos neonatos mantenidos en oscuridad
constante y mantenidos en ayuno durante 72 horas, muestran un patron ritmico en
la expresion de los genes reloj Perl, Per2 y Bmall en el NSQ, es posible que este
sea parte de los mecanismos enddgenos que les permite a los conejos neonatos

predecir y anticipar el momento del amamantamiento.

7 .PERSPECTIVAS

Realizar lesiones del nucleo supraquiasmatico con la finalidad de corroborar si
este es el que de manera enddégena regula la anticipacion al amamantamiento.

Alterar el asa de retroalimentacion del reloj circadiano mediante la
administracion intracerebral de oligodeoxinucleotidos antisentido dirigidos
especificamente contra los genes reloj Perl, Per2 y Bmall, que estan

involucrados con la actividad anticipatorio al amamantamiento.
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ANEXOS



GLOSARIO
Acrofase: momento del ciclo en que la variable alcanza su valor maximo.
Amplitud: pardmetro que caracteriza a cualquier fenomeno ritmico y que hace
referencia a la magnitud de la variacion del fendmeno en estudio y se estima
obteniendo la diferencia entre el valor maximo o cresta al valor minimo o valle del
ciclo.
Angulo de fase: Se refiere a la fase de referencia de dos eventos oscilatorios
distintos.
Anticipacién al alimento: conducta de alertamiento que se caracteriza por un
incremento en la actividad locomotora, ademas de conductas de bldsqueda.
Fase: parametro que caracteriza a cualquier fenémeno ritmico y que se refiere al
momento (hora, dia 0 mes) en que ocurre un hecho caracteristico dentro del ciclo
de estudio.
Hipotalamo: porcién del cerebro localizada bajo el tAlamo y que cumple un papel
importante en la regulacibn neuroendocrina de procesos vegetativos y

metabdlicos.

Mesor: caracteristica para describir a cualquier ritmo, que indica el promedio de
los valores observados.

Nucleo supraquiasmatico: pequefio conjunto neuronal localizado en el
hipotalamo, sobre el quiasma éptico.

Oscilacion espontanea: se refiere al periodo del oscilador involucrado en la
generacion del patrén ritmico.

Oscilador: centro generador de un ritmo determinado.

Periodo: parametro que caracteriza a cualquier fenébmeno ritmico y que se refiere
al intervalo entre dos puntos de referencia idénticos.

Reloj bioldgico: estructura biolégica que genera un ritmo determinado.

Ritmos BiolGgicos: repeticion regular de una caracteristica bioldgica a lo largo
del tiempo.

Ritmos Circadianos: son aquéllos fendmenos cuya ocurrencia es cercana a las
24 horas, y que muestran un periodo cercano al ciclo luz-oscuridad.
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Ritmos infradianos: son ritmos que tienen como caracteristica tener una
frecuencia menor que los circadianos, es decir que necesitan mas de un dia para
gue se repitan.

Ritmos ultradianos: Son aquellos ritmos que tienen una frecuencia mayor que los
circadianos, es decir se repiten mas de una vez en un dia.

Sincronizador: elemento que regula y sintoniza el comienzo de un ritmo bioldgico.
Los sincronizadores pueden ser internos o externos.

Sincronizacion: este fendmeno ocurre cuando los osciladores ajustan su periodo
y fase a la ocurrencia de sefiales ciclicas ambientales.

Talamo: centro nervioso que aparece como lecho en el que se apoya la corteza

cerebral y que contiene neuronas relacionadas con la percepcion de distintas
modalidades sensoriales.
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ABREVIATURAS

A: Amplitud

AVP: Avidina Vasopresina

AYU: Ayuno

CG: Células Ganglionares

CON: Control

DM: Dorsomedial

DOR: Densidad Optica Relativa

E: Embrionario

GABA: Acido Gamma Amino-butirico
HIS: Hibridacion in-situ

IGL: Hojuela Intergeniculada

M: Mesor

NAT: N-acetil transferasa

NC: Nucleos Coeruleus

NR:Ndcleos del Rafe

NSQ: Nucleo Supraquiasmético
NVHA: Nucleo Ventral del Hipotdlamo Anterior
P: Postnatal

PHL: Péptido Histidina Leucina
PVT: Nucleo Paraventricular Talamo
QO: Quiasma Optico

RB: Ritmos Bioldgicos

RC: Ritmos Circadianos

SPVz: Zona Subparaventricular
TGH: Tracto Geniculo Hipotalamico
TRH: Tracto Retino hipotalamico
VIP: Péptido Vasoactivo Intestinal
VL: Ventrolateral

3V: Tercer V entriculo
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