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1. LISTA DE ABREVIATURAS

ACTH Corticotropina

AINE Antiinflamatorio no Esteroideo

AP Area Postrema

ARC Nucleo Arqueado

AV3V Anterior Ventral del Tercer Ventriculo

AVP Vasopresina

TAP Tejido Adiposo Pardo

BHE Barrera Hematoencefalica

CAS Condicionamiento Aversivo al Sabor

COX Ciclooxigenasa

CRH hormona liberadora de corticotropina (Por sus
siglas en ingles Corticotropin Releasing
Hormone)

DAB Diaminobezidina

DMH Hipotalamo Dorso Medial (Por sus siglas en
ingles Dorso Medial Hypothalamus)

EB Azul de Evans (Por sus siglas en ingles Evans
Blue)

EM Eminencia Media

EP Receptor de prostaglandina E

FSH hormona Foliculo Estimulante (Por sus siglas
en ingles Follicle Stimulating Hormone)

GnRH hormona liberadora de Gonadotropina (Por
sus siglas en ingles Gonadotropin Releasing
Hormone)

V. intravenoso



IL-1b
INDO
LCE
LH

LPS
LT
MnPO
mPGES
MPO
NO
NSQ
ocvV
OVLT
OXT
PBS
PFA
PG
PGDS
PGI2
PVN
PVT
rRPa
SCO

Interleucina-1 beta
Indometacina
Liquido Cerebro Espinal

hormona Luteinizante (Por sus siglas en ingles
Luteininzing Hormone)

Lipopolisacarido

Lamina Terminalis

Nucleo Preoptico Mediano

Sintetasa de prostaglandina E microsomal
Nucleo Predptico Medio

Oxido Nitrico

Nucleo Supraquiasmatico

Organo Circunventricular

Organo Vasculoso de la Lamina Terminalis
Oxitocina

Buffer de Fosfatos

Paraformaldehido con buffer de fosfatos
Prostaglandinas

Sintetasa de prostaglandina D
prostaciclina

Nucleo Paraventricular

Nucleo Paraventricular del Talamo
Nucleo del Rafe rostral pallidus

Organo Subcomisural (Por sus siglas en ingles
Subcommissural Organ)



SFO

SNA
SNC
SNP
SNPS
SNS
SON
TA
TBS
TRH

TSH

VEGF

ZT

Organo Subfornical (Por sus siglas en ingles
Subfornical Organ)

Sistema Nervioso Auténomo
Sistema Nervioso Central
Sistema Nervioso Periférico
Sistema Nervioso Parasimpatico
Sistema Nervioso Simpatico
Nucleo Supradptico
Temperatura Ambiente

Tris Buffer Salino

hormona liberadora de Tirotropina (Por sus
siglas en ingles Tirotropin Releasing Hormone)

Tirotropina (Por sus siglas en ingles Thyroid
Stimulating Hormone )

Factor de Crecimiento Vascular Endotelial (Por
sus siglas en ingles Vascular Endothelial
Growth Factor)

Zeitgeber
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2. PREFACIO

Walter Canon define la homeostasis de acuerdo a lo siguiente: “ Los
seres vivos altamente desarrollados son un sistema abierto ya que
tienen muchas relaciones con lo que les rodea. Cambios en los
alrededores ocasionan disturbios en el sistema interno. Estos
disturbios son normalmente mantenidos dentro de un limite estrecho,
debido a ajustes automaticos dentro del sistema, por lo tanto
oscilaciones grandes son prevenidas y las condiciones internas son
mantenidas casi constantes. El termino equilibrio puede ser usado
para designar estas condiciones constantes.”

Dentro del Sistema Nervioso Central (SNC), el hipotalamo juega un
papel central en la regulacion homeostatica. Para poder actuar de
forma coordinada con la periferia el SNC necesita recibir informacién
corporal que le indique el estado de la periferia e.g. nutrientes,
hormonas o péptidos. El hipotalamo no solo integra esta informacién
sino también la sincroniza al ciclo de luz-oscuridad, lo que se conoce
como regulacion circadiana, con el objetivo de dar una respuesta
ponderada al momento del dia.

En este trabajo se discute uno de los dos sistemas de entrada de
informacién corporal o aferencias al SNC; el primero esta compuesto
por receptores (quimioreceptores, termoreceptores, baroreceptores,
etc.) que envian la informacion a nucleos sensoriales (el nucleo del
Tracto Solitario, el nucleo Vestibular, etc.) o a través de neuronas
sensoriales del ganglio de la raiz dorsal que se comunican con el
asta dorsal de la Médula Espinal. El segundo sistema, el cual es el
tema central de esta tesis, detecta informacién de la circulacion
sanguinea mediante los Organos Circunventriculares (OCVs), tejidos
especializados localizados dentro del SNC cuya principal
caracteristica es su permeabilidad a las sustancias sanguineas
mediante sus capilares fenestrados, permitiendo el acceso de
informacion de solutos disueltos en la sangre a ciertos nucleos
neuronales. Una vez que la informacion llega al SNC, esta se integra
y se da una respuesta que se organiza circadianamente.
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Sin embargo, la integracion de la informacion se modifica desde la
entrada sensorial, por lo que depende de las caracteristicas del
sistema sensorial que recibe y transmite la informacion, si éste es
poco sensible ante el estimulo o modifica el acceso de las
sustancias. Tal es el caso de los OCVs, los cuales recientemente se
ha descrito que modifican el acceso de solutos disueltos en la sangre
de forma emergente ante un desbalance energético u osmético, pero
aun mas sorprendente de forma circadiana. Este efecto circadiano
reportado por estudios recientes realizados en el laboratorio, muestra
un ritmo en la permeabilidad del complejo Arqueado (ARC) -
Eminencia Media (EM), los cuales son un OCV, con su acrofase
cercana al final de la fase de actividad de los animales.

La permeabilidad es una variable que depende principalmente de las
caracteristicas del endotelio. Existen diferentes moléculas
endoteliales que incrementan la permeabilidad y una de ellas son las
prostaglandinas (PGs) las cuales actuan localmente. Las PGs se
pueden producir dentro de los OCVs, donde se ha descrito su
importancia en la organizacion y la liberacion de hormonas de la EM
para producir el ciclo estral. El propodsito de este trabajo fue evaluar
si las modificaciones circadianas de la permeabilidad de los OCVs
requerian de sintesis de PGs. Se evalud la participacién de las PGs
mediante la inhibiciobn de su sintesis de forma circadiana y se
correlaciond con el, ya conocido, efecto criogénico del inhibidor.
Ademas, debido a que durante un desbalance osmolar se induce un
incremento de la permeabilidad de ciertos OCVs, se evaludé la
participacion de las PGs en el incremento de la permeabilidad y la
ingesta de agua.

La introduccion de esta tesis se encuentra dividida en cuatro partes,
en la primera se hablara de los ritmos biologicos y los sistemas
sensoriales; en la segunda se centrara en los OCVs, sus funciones y
sus modificaciones; en la tercera se hablara de las PGs como
sustancias capaces de cambiar la fisiologia de los OCVs, y por ultimo
se hablara del control hipotalamico de la temperatura.
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3. INTRODUCCION

3.1 FISIOLOGIA, CRONOBIOLOGIA Y SISTEMAS
SENSORIALES

El estudio de la fisiologia esta fundamentalmente orientado en la
busqueda de los mecanismos reguladores subyacentes a la
homeostasis. Como Canon describio, en los seres vivos existen
ajustes en las condiciones internas para compensar y adaptarse al
ambiente externo pero también es necesario este tipo de
adaptaciones para condiciones internas. Estas adaptaciones son
esencialmente una respuesta a estimulos especificos para recuperar
la homeostasis e.g. un ambiente frio genera una respuesta de
temblor para elevar la temperatura. El cuerpo sensa las condiciones
externas e internas, integra la informacién y modifica la actividad de
algun o6rgano blanco. El sistema nervioso central (SNC) junto con el
Sistema Nervioso Periférico (SNP) juegan un papel fundamental en la
integracion de todos estos procesos.

Ahora bien, el concepto que Canon ided esta incompleto, las
condiciones internas son solo estables en una ventana de tiempo
reducida, las variables fisiolégicas y las condiciones internas oscilan
en un periodo de un dia en cierto rango de valores. Por lo que el
concepto se amplio para hablar de condiciones internas que
presentan un ritmo circadiano (aproximadamente 24 horas).

Los ritmos circadianos son la organizacion de la fisiologia y gracias a
esta coordinacion también se ponderan respuestas contrareguladoras
al momento del dia. Requieren de un oscilador cuya funcién es dar la
temporalidad a los organismos de forma enddégena, esto es, un reloj
interno. Todos los animales tienen en sus células mecanismos
moleculares, genes reloj, que les permiten coordinar sus procesos
con el ambiente externo a manera de predecirlo. Sin embargo, para
la organizacidon y la sincronia se requiere de un reloj central, el cual
puede comunicar al resto de las células la temporalidad e imponer su
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periodo (Buijs 1996, 2013). Este reloj central se sincroniza al
ambiente externo o a un Zeitgeber (ZT) e.g. luz, mediante receptores
sensoriales e.g. retina, para generar un ritmo circadiano e.g.
temperatura (Aguilar-Roblero 2015). En los mamiferos este reloj
central es el Nucleo Supraquiasmatico (NSQ), nucleo hipotalamico
esencial en el establecimiento de los ritmos circadianos, el reloj
maestro. Se localiza, como su nombre lo indica, justo encima del
quiasma optico donde recibe proyecciones directas del nervio optico
(Hattar 2006). La perdida de la funcién del NSQ mediante una lesion
electrolitica evita la presencia de ritmos circadianos en: glucosa,
insulina, temperatura, actividad, entre otros; lo que se conoce como
asincronia (Yamamoto 1987, Sano 1995, Refinetti 1995). En ratas,
gque son animales nocturnos, en un ciclo de 12 horas luz - 12 horas
oscuridad, ZTO es cuando se encienden las luces y es su fase de
reposo, mientras que ZT12 es cuando se apagan las luces e inicia su
fase de actividad.

Uno de los principales objetivos en el laboratorio es conocer como el
NSQ puede regular esta gran cantidad de variables bioldgicas
mediante sus conexiones con otros nucleos hipotalamicos y sus
conexiones indirectas con el sistema nervioso autonomo (SNA), el
cual a través de su rama simpatica (SNS) y parasimpatica (SNPS)
inervan y regulan la fisiologia de los distintos 6rganos (Buijs 1996,
2013; Kalsbeek 2011). Particularmente en los ultimos afios nos
hemos centrado en el estudio de la retroalimentaciéon hacia el
hipotalamo y el reloj central a través de los sistemas sensoriales.

El control circadiano requiere del control homeostatico el cual
mantiene a una variable fisiolégica en cierto valor de referencia (“set
point”), el cual se movera alrededor del dia en cierto umbral. Este
control requiere de sistemas especializados que puedan percibir esta
misma variable para poder ajustarla si sale del rango de valores, esto
se conoce como retroalimentacion. La retroalimentacion es
sumamente importante en condiciones que retan a la fisiologia como
el ayuno, ambientes frios, escasez de agua, etc, en los cuales se
percibe una deficiencia en la cantidad de energia, en la temperatura
ambiental o en la cantidad de agua, respectivamente. En el caso del
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ayuno se ha observado que se modifica el ritmo de la temperatura,
disminuyendo todavia mas en la fase de reposo, lo cual se hipotetiza
como la optimizacion del gasto energético lo cual evita una mayor
pérdida de energia por produccién de calor (Liu 2002).

En el caso de la deteccion de condiciones internas existen por lo
menos dos sistemas especializados; 1) la rama sensorial del SNC
junto con los ganglios y las terminales sensoriales libres del SNP y
tejidos especializados como los quimioreceptores; o 2) a través de
organos sensoriales localizados en regiones privilegiadas en el
encéfalo y el tallo cerebral, los llamados 6rganos Circunventriculares
(OCVs) llamados asi debido a su proximidad con los ventriculos
cerebrales (Hofer 1958). La entrada de informacion corporal a través
de los sistemas sensoriales modifica la organizacion fisiologica
adaptando las respuestas contrareguladoras, como es el caso del
ayuno. Ademas las conexiones del NSQ adaptan la sensibilidad de
los sistemas sensoriales dependiendo de |la hora del dia.

En el caso de la rama sensorial del SNC, trabajos realizados en el
laboratorio demuestran un cambio en la sensibilidad circadiana a
lipopolisacarido (LPS), endotoxina de bacterias gram negativas, cuya
deteccion se da a través del asta dorsal de la Médula Espinal
(Guerrero-Vargas 2014, Soto-Tinoco aun no publicados). Este cambio
circadiano de sensibilidad modifica las respuestas inflamatorias
sistémicas.

Para el segundo sistema sensorial, los OCVs estan implicados en la
regulacion de algunas variables fisiolégicas intimamente moduladas
por el NSQ e.g. temperatura, ingesta de agua. Sin embargo,
evidencia directa de la modulacién del NSQ sobre la fisiologia de los
OCVs es escasa. En el laboratorio se han realizado experimentos
que demuestran la importancia de la conexion del NSQ con el nucleo
Arqueado (ARC) el cual se encuentra adyacente a la Eminencia
Media (EM), un OCV. EI ARC recibe informacién a través de la EM
de e.g. concentracién de glucosa (Herrera-Moro Chao 2016) o de
corticosterona (Mercado 2017). La sensibilidad del ARC a estas
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sustancias esta regulada circadianamente y esto se debe a la
interaccion que tiene con el NSQ. Esta interaccion es importante para
la regulacién circadiana de la temperatura (Guzman-Ruiz 2015),
actividad locomotora y corticosterona (Buijs 2017). Esta evidencia
sefiala que el NSQ modifica la sensibilidad del ARC, sin embargo una
posibilidad alternativa seria que esta regulacion se deba a un cambio
en la entrada de informacién a través de la EM hacia el ARC. Por lo
gque en este ambito se desconoce si el NSQ modifica directamente a
los OCVs. Estos ejemplos indican que la informacion colectada por
estos sistemas sensoriales es sumamente importantes para la
transmisién e integracién de la informacién ya que dependiendo de
su sensibilidad circadiana modifican la organizacién fisioldgica.

3.2 ORGANOS CIRCUNVENTRICULARES

3.2.1 DESCRIPCION GENERAL DE LOS ORGANOS
CIRCUNVENTRICULARES, DONDE SE LOCALIZAN Y QUE SON

En la literatura se consideran siete OCVs, de rostral a caudal el
primero es el Organo Vasculoso de la Ldmina Terminalis (OVLT), el
cual se localiza en la region rostral ventral de la Lamina Terminalis
(LT), la cual es una regidén que constituye la parte mas anterior del
tercer ventriculo. Se localiza ventral al quiasma 6ptico, justo donde
se encuentran los dos nervios opticos, y donde nace el receso optico,
el inicio del tercer ventriculo, el ventriculo hipotalamico. El segundo
OCV, el Organo Subfornical (SFO), se localiza igualmente en la LT
(formando junto con el OVLT y el Nucleo Pre6ptico Mediano (MnPO)
la regidon conocida como AV3V (Anterior Ventral del Tercer
Ventriculo)), en el piso ventral del fornix justo donde se conecta el
tercer ventriculo con los ventriculos laterales. EI tercero es la
Eminencia Media (EM), que se encuentra en el receso infundibular
del tercer ventriculo (el infundibulo es la porcidon que conecta al
hipotalamo con la hipéfisis). El Organo Subcomisural (SCO) esta en
la porcién mas caudal del tercer ventriculo, en el piso de la comisura
posterior, justo donde inicia el acueducto cerebral. La Neurohipofisis
se localiza en la silla turca del esfenoides. La glandula pineal se
localiza entre los dos hemisferios cerebrales y durante el desarrollo
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surge del receso pineal del tercer ventriculo. Por udltimo, el Area
Postrema (AP) es el unico OCV que conecta con el cuarto ventriculo,
localizado en el tallo cerebral, entre ambos lados del nucleo del
Tracto Solitario (Fig Intro 1). Por otro lado esta el plexo coroideo, el
cual no siempre es considerado un OCV debido a la ausencia de
tejido nervioso, este no tiene una region particular y es un epitelio
con escaso tejido conjuntivo que se localizan en cada uno de los
ventriculos cerebrales.

Figura Introduccion 1. Esquema de la localizaciéon de los OCVs
en el cerebro de rata en un corte sagital.

GP

SFO SCO

AP

OovLT
NH

En esta tesis se evalu6 el OVLT, el SFO y la EM, ya que en trabajos
previos realizados en el laboratorio presentaron un ritmo circadiano
en su permeabilidad (Rodriguez 2017).

Los OCVs presentan varias caracteristicas que los hacen diferentes
al resto del tejido nervioso, 1) se encuentran adyacentes a algun
ventriculo cerebral, 2) presentan capilares fenestrados y por lo tanto
presentan una barrera hematoencefalica (BHE) limitada, y 3) tienen
una barrera hemato - ventricular que impide el paso de las sustancias
sanguineas al liquido cerebroespinal (LCE) (Langlet 2013c). La
segunda caracteristica es la mas relevante para su funcidon sensorial
0 secretora, y es gracias a ella que se conocen como las “ventanas
del cerebro” (Sis6 2010) ya que permiten la comunicacion directa
entre las sustancias sanguineas y el parénquima cerebral.
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La BHE se encuentra en los capilares sanguineos de todo el resto del
SNC y es una barrera celular compuesta por los pies terminales de
astrocitos, pericitos y las uniones estrechas, ocluyentes y adherentes
del endotelio cerebral. Estas caracteristicas ocasionan que ninguna
sustancia acarreada por la sangre pase entre las células del
endotelio y todo el transito sea transcelular a través de vesiculas y
transportadores. La BHE mantiene un liquido intersticial nervioso
controlado y homeostatico que protege al tejido nervioso de las
sustacias acarreadas por la sangre (Abbott 2006).

Se sabe poco del desarrollo de los OCVs y como ellos escapan de la
BHE y desarrollan capilares fenestrados (Kiecker 2017). Pero se
sabe que estas fenestraciones excluyen el paso de moléculas por
tamafno dejando pasar moléculas pequefias como glucosa y péptidos,
e incluso proteinas de bajo peso molecular como la leptina, pero
impiden el paso de proteinas de gran peso molecular como las
globulinas o dextranes de 10kD (Ciofi 2011, Morita 2016, 2013b). En
todos los capilares fenestrados esta exclusion de sustancias se
regula mediante un diafragma en la fenestracién que funciona como
malla para filtrar los solutos (Stan 2012).

Los OCVs se pueden clasificar en secretores y sensoriales por la
funcién que desempefian (Duvernoy 2007). Dentro del primer grupo
se encuentran la EM, la neurohipoéfisis y la glandula Pineal. Por otro
lado, dentro de los sensoriales se encuentran el OVLT, el SFO, el
SCO y el AP (Rodriguez 2005). Esta clasificacion es un poco antigua,
ya que se conoce que la EM forma un complejo con la porcidon
ventromedial del ARC, que tiene capilares fenestrados, y que en
conjunto forman un complejo sensorial (Ciofi 2011, Langlet 2013a),
sin embargo la clasificacién es util para mostrar las funciones que se
conocen.

3.2.2 EL COMPLEJO ARQUEADO - EMINENCIA MEDIA Y SU PAPEL

FISIOLOGICO EN LA SECRECION HORMONAL Y LOS RITMOS
CIRCADIANOS
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La Eminencia Media es un OCV clasificado como secretor debido a
gque aqui se da la liberacion de hormonas hipofisiotropicas necesarias
para el funcionamiento de los ejes Hipotalamo-Pituitaria. Tal es el
caso de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) y la hormona
liberadora de tirotropina (TRH) secretadas por el nucleo
Paraventricular (PVN), o la hormona liberadora de Gonadotropina
(GnRH) secretada por la region predptica. Todas estas hormonas se
liberan en el espacio pericapilar de los vasos fenestrados de la EM y
de aqui viajan a través del sistema porta hipofisiario hasta bafar a la
adenohipofisis. Una vez en la adenohipdsfisis, CRH, TRH y GnRH,
promueven la liberacion de las hormonas hipofisiarias: corticotropina
(ACTH); tirotropina (TSH); hormona Luteinizante (LH) y Foliculo
Estimulante (FSH), respectivamente. Las hormonas hipofisiarias
actuan sobre una glandula endocrina modificando su fisiologia: ACTH
actua sobre la glandula suprarrenal, TRH actua sobre la tiroides, y
LH/FSH actua sobre las gonadas (ovarios o testiculos).

Existen por lo menos dos puntos de regulacion de estos ejes, el
primero se da en los nucleos hipotalamicos que contienen estas
unidades neurosecretoras, su actividad y las sefales que alli se
integren definiran la cantidad de neuropéptidos sintetizados. El
segundo punto de regulacion se encarga de la liberacion de estos
péptidos en las terminales neurosecretoras en la EM, aqui otras
células caracteristicas de esta region juegan un papel fundamental,
los llamados tanicitos.

Los tanicitos de la EM son células ependimogliales con una unica
prolongacién que se proyecta a los vasos sanguineos fenestrados.
Esta prolongacion se puede modificar al recibir cierta sefal, lo cual
modifica su superficie de contacto con el capilar permitiendo la
liberacion de hormonas hipofisiotropicas e.g. la extensiéon de la
prolongacién debido al incremento en la concentracion de TRH para
evitar mayor liberacion de la misma hormona (Mduller-Fielitz 2017), o
la retraccidon de la prolongacion para promover la liberacién de GnRH
debido a un incremento de estrogeno (De Seranno 2004, 2010;
Prevot 2010).
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Ahora bien, cada una de las hormonas aqui mencionadas presentan
un ritmo circadiano o infradiano (ocurren menos de una vez al dia),
por lo que la organizacion de la EM y la actividad de las células
depende del NSQ para ser ritmica, el ejemplo mas claro es el caso de
GnRH. Anteriormente se ha mencionado, el papel del estrégeno en la
liberacion de GnRH en la EM es central, generando un estado
permisivo para que cuando los niveles de estrogeno sean adecuados
el sistema circadiano de la sefial para dar la liberacion de GnRH
durante la fase de reposo. Si se mantiene alta la concentracién de
estrégeno el ritmo se vuelve circadiano en lugar de infradiano (Legan
1975, Miller 2013).

Por otro lado, el ARC recibe informacion de la circulacion sanguinea
a través de la EM (Ciofi 2011, Langlet 2014), por lo que es capaz de
detectar glucosa, corticosterona, entre otros (Herrera-Moro Chao
2016, Mercado 2017). Igualmente, se ha mencionado en la primera
parte de esta introduccion la importancia del ARC en la fisiologia y en
la regulacién de los ritmos circadianos.

3.2.3 LAMINA TERMINALIS: ORGANO VASCULOS DE LA LAMINA
TERMINALIS Y ORGANO SUBFORNICAL EN LA OSMOREGULACION
Y TERMOGENESIS

El OVLT junto con el SFO y el nucleo Mediano Predptico (MnPO)
forman la base neuronal de la LT (McKinley 2015). Tanto el tejido del
OVLT como el del SFO contienen neuronas (Sis6 2010), de aqui que
se consideren sensoriales, ademas contienen células gliales y
ependimales tipo tanicitos (Langlet 2013c). Dentro de las funciones
en las cuales se ha implicado a esta region se encuentra: la
termoregulacién y la osmoregulacion (la osmolaridad es la cantidad
de iones disueltos, en este caso en la circulacion sanguinea).

Para ejercer sus funciones osmoreguladoras el OVLT y el SFO tienen
neuronas osmosensitivas que se activan por ciertos estimulos e.g. un
incremento en la osmolaridad o la hormona angiotensina, los cuales

inducen patrones de activacion especificos para estos dos estimulos
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(McKinley 2004). Estas neuronas mandan numerosas proyecciones al
MnPO, y en conjunto toda la LT manda proyecciones al Nucleo
Supraodptico (SON), al PVN y al nucleo paraventricular del talamo
(PVT), por mencionar algunos nucleos centrales en esta regulacion
(McKinley 2015, Sis6 2010).

Dentro de las principales respuestas que se da ante retos osmaticos
se encuentran: 1) aumento del consumo de agua mediante las
conexiones que tiene la LT con el PVT (Leib 2017) y este a su vez
con la Corteza Cingular e Insular (Hollis 2008), 2) liberacién de
vasopresina (AVP) y oxitocina (OXT) de neuronas magnocelulares del
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Figura Introduccion 2. Esquema del circuito neuronal propuesto que se encarga
de la liberacion de AVP y de la induccién de sed por la estimulacion de los
osmoreceptores centrales (SFO y OVLT). (modificado de McKinley 2015).

PVN y SON a la circulacion sanguinea a través de la Neurohipofisis y
3) modificacion de la natriuresis (excrecion de Na) y reabsorcidon
renal a través del nervio renal. Esta ultima funcién la realiza mediante
una conexion polisinaptica de la LT hacia el rifion (Sly 2001). La
activacion simpatica del nervio renal por estimulos que activan a la
LT e.g. reto osmotico o angiotensina, promueve un decremento en el
flujo renal mediante la vasoconstriccion (Burnstock 2017). Este
incremento de actividad también promueve la liberacién de renina
(enzima necesaria para la produccion de angiotensina) (Burnstock
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2017, May 2000) e incremento en la absorcion de Na y agua
(Burnstock 2017, Dibon 1977).

La toma de agua no solo se observa en condiciones de desbalance
osmoético sino también como una conducta anticipatoria mediada por
el NSQ. En condiciones fisiologicas existe un ritmo en la ingesta de
liquidos teniendo un periodo anticipatorio justo antes de la fase de
reposo, esta conducta anticipatoria previene un incremento en la
osmolaridad sanguinea durante la fase de reposo. Las proyecciones
del NSQ que llegan al OVLT inducen esta conducta anticipatoria
(Gizowski 2016).

Adicional al ARC, la LT ejerce funciones termoreguladoras recibiendo
aferencias hacia el MnPO de relevos sensoriales del asta dorsal de la
médula espinal, la cual sensa mediante terminales libres de neuronas
sensoriales la temperatura cutanea, por lo cual recibe informacién de
la temperatura por medio de la primera via sensorial (McKinley 2015).
Se conoce poco del papel directo del OVLT o del SFO, ya que las
funciones que se les atribuyen implican al MnPO el cual recibe
informacidén sensorial de la médula espinal. En el cuarto capitulo de
esta tesis se profundizara mas acerca del control de la temperatura.

3.2.4 MODIFICACIONES FISIOLOGICAS DE LA PERMEABILIDAD DE
LOS ORGANOS CIRCUNVETRICULARES

Existen en la literatura dos casos reportados donde situaciones
emergentes fisiologicas modifican las propiedades de los OCVs,
afectando su principal caracteristica que es la permeabilidad. El
primer caso esta reportado por Langlet 2013a donde muestra que hay
un incremento de la permeabilidad durante el ayuno. El segundo
caso, es reportado por Morita en el 2013a, donde observé un
incremento en la permeabilidad del OVLT y el SFO debido a un
consumo incrementado de Sodio (Na). Es sorprendente que en
condiciones donde se requiera de la retroalimentacion de los
sistemas sensoriales, estos requieran de una modificacion de su
estructura y de incrementar su permeabilidad.
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Particularmente, el incremento de permeabilidad durante el ayuno se
asocia a un incremento en la sensibilidad del ARC a hormonas
circulantes. Este incremento de permeabilidad hacia el ARC se
revierte si se bloquea la sehfalizacion por el factor de crecimiento
vascular endotelial A (VEGF-A), a su vez esto bloquea el incremento
de sensibilidad del ARC a hormonas. Esto asocia una funcion
fisiologica con la permeabilidad del endotelio de un OCV senalando
que se necesita este incrementd para la integracion.

Fue en parte por estas modificaciones y por la interaccion ARC-NSQ
que se llevd a pensar si el acceso a la informacién al ARC podia ser
circadiano, esto es, si la permeabilidad del complejo ARC-EM podia
ser circadiana. Por lo que en el 2017 en el trabajo de licenciatura de
Beatriz Rodriguez se evaluo la permeabilidad de los OCV (EM, OVLT,
SFO y AP) y se observaron modificaciones circadianas en la
permeabilidad de la EM, del OVLT y del SFO, cuyo ritmo dependia
del NSQ. Este es el principal antecedente de esta tesis, el cual se
resume de la siguiente manera: durante la fase tardia de reposo,
ZT11, existe una permeabilidad baja en los OCVs, y durante la fase
temprana de reposo, ZT2, existe una mayor permeabilidad de los
OCVs. Fue gracias a esta tesis que se realizaron estudios mas
recientes en el laboratorio que sugieren que la acrofase, valor
maximo de una variable circadiana, de la permeabilidad del ARC-EM
es ZT22, fase tardia de la fase de actividad, en lugar de ser ZT2.

Por otro lado, otros casos fuera de la fisiologia son los efectos
reportados por Langlet 2013b en su tesis doctoral, donde un
antagonista de glucocorticoides incrementaba la permeabilidad del
ARC-EM. Igualmente, se reporté en este mismo trabajo la presencia
de un ritmo circadiano en la ARC-EM opuesto a lo observado en el
laboratorio.

La permeabilidad es una variable que depende principalmente de las
caracteristicas del endotelio, la presencia de fenestraciones vy
expresion de proteinas de union. Existen diferentes moléculas que
incrementan la permeabilidad de los endotelios como VEGF, Oxido
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Nitrico (NO) (Tilto 1999), factores inflamatorios y las prostaglandinas
(PGs) como la prostaciclina (PGI2) y la PGE2 (Cahill 2016, Johnston
1976, Dalvi 2015). Algunos productos endoteliales promueven la
vasodilatacion, particularmente el NO junto con las PGs actuan sobre
el musculo liso de recubrimiento de los vasos sanguineos,
provocando relajacién muscular, esto a su vez incrementa el flujo
sanguineo y el paso de sustancias acarreadas por la sangre al
parenquima de los tejidos (Cahill 2016, Johnston 1976). Ademas de
actuar sobre la vasodilatacion, las PGs actuan a nivel de la expresion
de proteinas de uniones estrechas y ocluyentes, promoviendo o
reduciendo su expresion induciendo un incremento o decremento de
la permeabilidad, respectivamente (Flores-Benitez 2009, Lejeune
2011, Tanaka 2008, Kobayashi 2010, Rodriguez-Lagunas 2013, Su
2013, Ghulé 2012, Ohmura 2016, Qiu 2014). Por lo tanto al ser las
PGs uno de los factores capaces de alterar la permeabilidad
endotelial, y por los motivos que a continuacion se explicaran
detalladamente, se evalud si se requerian para suscitar los cambios
circadianos de la permeabilidad de los OCVs.

3.3 PROSTAGLANDINAS

La historia de las PGs inicio desde hace mas de 3000 afos gracias al
empleo de las hojas de sauce como analgésicos; no fue hasta inicios
de 1800 que se obtuvo el principio activo de estas hojas y a finales
de 1800 la sintesis de la Aspirina, el primer antiinflamatorio no
esteroideo (AINE) que inhibe la sintesis de PGs, mas en esa época
se desconocia el mecanismo de accion de esta droga (Montinaria
2019). El descubrimiento de las PGs no fue hasta 1935 donde se
describié en la secrecion de la glandula seminal (Euler 1935, Euler
1936, Goldblatt 1935) y anhos mas tarde se describiria la relacién que
guardan los AINEs como inhibidores de la sintesis de PGs (Vane
1971, Piper & Vane 1969, Ferreira 1971). Los siguientes
descubrimientos revelaron las sitetasas, las vias metabdlicas y los
receptores de las PGs (Samuelsson 1975), gracias a esto se
desarrollaron inhibidores mas selectivos de las isoformas de las
sintetasas o ciclooxigenasas (COX) de PGs (Picot 1994, Rainsford
1999, Luong 1996, Kurumbail 1996).
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Las PGs son lipidos derivados del acido araquidénico que se procesa
mediante la enzima COX1 y 2. El primer metabolito de la via de
sintesis se conoce como PGG2, producido por cualquier COX, y
luego por la misma enzima se vuelve PGH2. Este es un metabolito
importante para la via metabdlica de tromboxanos y diversas PGs
(Kanehisa 2017, Narumiya 1999). Las PGs se forman en
practicamente todos los tejidos (Narumiya 1999) y dentro de las
principales PGs, que se han estudiado en el SNC, se encuentra la
PGE2 y la PGD2. La PGE2 es sintetizada por la sintetasa de PGE, la
cual se puede encontrar citosdlica y microsomal membranal (mPGES)
(Jia 2013). Mientras que la PGD2 se sintetiza por su sintetasa
(PGDS) la cual se libera al espacio extracelular (Hayaishi 2000).

Las PGs tienen una vida media muy corta en circulacion e.g. la PGE1
tiene una vida media de 3min en canes (Zhang Y 2013), por lo que su
produccion y efectos deben ser de manera local en el tejido o en el
organo (Narumiya 1999). Dentro del SNC la maquinaria para la
sintesis de PGs se localiza, en el caso de mPGES, principalmente en
células endoteliales, ependimales, astrocitos y pericitos de OCVs
(como AP, EM, SFO, OVLT) plexo coroideo, PVN, el Area predptica,
entre otras regiones (Eskilsson 2014). En el hipotalamo medio basal,
donde se encuentra la EM, existe un incremento de la produccion de
PGE2 previo al estro (Ojeda 1982), indicando que las PGs son un
producto fisiolégico dentro del hipotalamo.

En el caso del mRNA de PGDS se localiza en la leptomeninges y el
plexo coroideo, pero la proteina se encuentra soluble en el LCE
siendo uno de los principales componentes de este, conocido
también como beta traza (Hayaishi 2000).

Las PGs actuan mediante un receptor membranal tipo Receptor
acoplado a proteinas G (GPCR) y sefalizan a través de segundos
mensajeros y transduccion de sefales como el AMP ciclico, calcio

intracelular, MAP cinasas, entre otros (Narumiya 1999). En el caso de
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la PGE los receptores (EP) se encuentran a lo largo de todo el SNC
tanto en la médula espinal como en el hipotalamo (CVOs, POA, PVN,
SON, ARC, etc) tallo, cortezas, talamo, etc y se ha descrito su
expresion en diferentes tipos neuronales (Narumiya 1999, Zhang
1999, Zhang 2011, Sugimoto 1994).

Dentro de sus funciones las PGs pueden inducir inflamacion, dolor y
fiebre; las cuales se inhiben con un AINEs, como indometacina
(INDO). Sin embargo, para la respuesta febril nunca se ha sabido
bien donde actuan los inhibidores, es decir, se sabe que el aceptor
final de las PGs se encuentra en el SNC, pero se desconoce donde
se sintetizan las PGS, ya que a pesar de ser sustancias paracrinas,
durante la endotoxemia inducida hay elevacion sistémica de PGs (Li
2006). Por otro lado, otra de las funciones reconocidas de las PGs
durante un reto inmune es el incremento de la permeabilidad de la
BHE (Minami 1997, Banks 2015, Candelario-Jalil 2007).

3.3.1 INFLUENCIA DE LAS PROSTAGLANDINAS EN EL CONTROL
FISIOLOGICO Y SU RELACION CON LOS ORGANOS
CIRCUNVENTRICULARES

3.3.1.1 CONTROL REPRODUCTIVO

Las PGs producidas en el Hipotalamo Medio Basal previo al estro son
necesarias para la liberacion de LH y GnRH (Ojeda 1975, 1979,
1982). EIl trabajo de Sandrine de Seranno (2010) sefala la
importancia de los tanicitos de la EM en la secrecion de PGEZ2, los
cuales se habian propuesto que podian producir localmente PGs
(Rodriguez 2005). Se ha propuesto que la PGEZ2 induce la retraccion
de las prolongaciones taniciticas de la region pericapilar de los vasos
fenestrados lo cual permite a las terminales neurosecretoras de
GnRH vaciar su contenido a la circulacion a través de la EM. Esta
hormona una vez en circulacion actuara sobre la Hipdfisis y liberara
LH ocasionando el ritmo estral.

3.3.1.2 ESTRES Y RESPUESTA INMUNE
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Las PGs son esenciales para la respuesta inmune (Kozak 1998, Li
2006) y debido a esto, los retos inmunes denotan posibles
implicaciones de las PGs sobre la fisiologia. La respuesta inmune es
especifica ante un estresor asociado a patégenos como el LPS. Esta
respuesta incluye la liberacién temprana de citocinas y de forma
tardia la respuesta febril, la perdida del apetito, la perdida de peso,
comportamiento de enfermedad, entre otros (Dantzer 1998 a, b, Knoll
2017). Particularmente, se conoce de las modificaciones que sufre un
OCV, el OVLT, durante un reto inmune. El OVLT detecta citocinas
proinflamatorias y produce PGs promoviendo la activacion del PVN,
via PGs, y la liberacion de CRH-ACTH (Katsuura 1990). La liberacion
de ACTH es parte de la respuesta ante el estres por lo que los
mecanismos aqui descritos probablemente sean comunes para otros
estresores.

Los trabajos de De Seranno (2010) y Katsuura (1990) demuestran la
importancia de las PGs en la fisiologia de algunos OCVs, sin
embargo representan los unicos estudios que hacen esta relacion.
Por otro lado, situaciones emergentes que requieren de la
retroalimentacion de sistemas sensoriales, ayuno, requieren de un
incremento de la permeabilidad de los OCVs. Un modelo que induce
cambios de la permeabilidad de algunos OCVs (OVLT y SFO) es el
“salt loading” o reto con sal (Morita 2013a). Sin embargo, en este
trabajo se propuso que la angiogénesis en los OCVs era responsable
de este fendmeno, y no se evalud el papel de otros factores rapidos y
locales como las PGs, NO o VEGF. Ademas, en el caso de la
osmoregulaciéon los modelos con desbalances en este sistema
muestran el requerimiento de PGs para la integracion de las
respuestas. Es por esto que a continuacion se hablara del posible rol
de las PGs sobre la LT y sobre la osmoregulacion.

3.3.2 OSMOREGULACION: FISIOLOGIA RENAL Y NATRIURESIS

La osmoregulacion es un proceso que requiere el control
hipotalamico y donde se han visto involucrados dos OCVs, el OVLT y
el SFO. Por otro lado, fuera del SNC el rinon es central tanto para la
retroalimentacion como en las respuestas contrareguladoras, ya que
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es el principal 6rgano efector. Las PGs pueden afectar tanto la
integracion de la informacion a nivel del hipotalamo como a nivel de
la fisiologia de los o6rganos efectores, como el rifion. En el caso del
rinon existe gran expresion de los receptores y sintetasas de PGE (Li
2017, Olesen 2013, Handler 1981). La PGE es la mas estudiada
(Handler 1981) y de la cual se conoce su efecto diurético sobre el
epitelio de la vejiga y de la nefrona.

La hormona antidiurética por excelencia es la vasopresina (AVP, de la
cual se ha hablado en la seccion 2.3) la cual modifica al endotelio de
la nefrona induciendo un incremento en la absorcion de agua. Este
efecto lo realiza mediante el incremento de AQP2 (canal selectivo de
agua) en la membrana apical del epitelio, lo cual incrementa su
permeabilidad al agua (Olesen 2013). La PGE2 inhibe este efecto
(Parnova et al 1997) y se ha propuesto que lo hace mediante
segundos mensajeros y la activacion de receptores (EP1 y 3) cuyo
efecto es el opuesto a la AVP (Olesen 2013). Sin embargo, este
fendmeno aun es controversial ya que la nefrona expresa receptores
de PGE (EP2 y 4) que tienen el mismo mecanismo de transduccion
que AVP (Olesen 2013). Aunado a esto, estos estudios se realizan ex
vivo, por lo que el efecto fisioldégico in vivo de las PGs no suele ser el
mismo y se ha observado que la infusion i.c.v en el SNC de PGE2
produce un efecto antidiurético similar a AVP i.v. (Hoffman 1979),
esto es, el efecto opuesto al reportado ex vivo. Se propone que el
efecto antidiuretico de la PGE2 i.c.v. se debe a la liberacion de AVP
(Hoffman 1979).

Por otra parte, durante la deshidratacion es necesario evitar la
perdida de liquidos pero mas importante mantener la osmolaridad
sanguinea, la cantidad de iones, por lo que también se requiere de la
natriuresis para concentrar la orina y evitar mayor perdida de agua.
Ahora bien, la PGE también se requiere para esta respuesta, ya que
un KO de la PGE sintetasa es incapaz de producir la respuesta de
natriuresis (Jia 2013). Sin embargo el papel de las PGs se desconoce
si es central o en el rifion ya que el KO no es tejido especifico.

29



Esto sefiala aun una gran escasez de estudios para denotar la
relacion que guardan las PGs con la integracion de informacion
durante un desbalance osmodtico. Igualmente, del trabajo de Morita
2013a se observa que existe un cambio en la permeabilidad del OVLT
y del SFO debido a un desbalance osmodtico, pero se desconoce
como se regula y si este fendbmeno es necesario para suscitar alguna
de las respuestas como la sed, reabsorcion, natriuresis o liberacion
de AVP.

3.4 CONTROL HIPOTALAMICO DE LA TEMPERATURA
POR NUCLEOS ASOCIADOS A UN ORGANO
CIRCUNVENTRICUAL

La temperatura corporal de mamiferos refleja, en parte, el gasto
energético y su organizacion se adapta a diversas condiciones
adversas por lo que la retroalimentacién al SNC es sumamente
importante. Como todos los ritmos circadianos su organizacion
depende del NSQ (Refinetti R 1995). La informacion energética,
como la glucemia, es sumamente importante para este sistema, es
asi que al estar en condiciones de ayuno se modifica el ritmo de
temperatura teniendo una menor temperatura en la fase de reposo
(Liu 2002), esta respuesta se cree que es adaptativa y permite
optimizar el gasto energético en condiciones de escacez de
nutrientes. Igualmente la retroalimentacion de l|la temperatura
ambiental es importante, temperaturas altas producen respuestas de
perdida de calor y temperaturas frias las respuestas opuesta
(Nakamura 2011). Estas senales, glucemia y temperatura ambiental,
se deben integrar para dar una respuesta optima, en condiciones de
ayuno y temperaturas frescas (22°C), para reducir el gasto energético
y optimizar las reservas energéticas (Krall 2010).

Por esto, los diversos sistemas sensoriales son esenciales para
organizar la temperatura conforme a las distintas situaciones a las
que los mamiferos se enfrentan. La informacién que ellos procesan
llega al hipotalamo donde se reorganiza y se integra con la distinta
informacién de los distintos sistemas sensoriales. Uno de los centros
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de integracion sensorial es el MnPO el cual integra informacién de:
temperatura ambiental, metabdlica y osmotica (McKinley 2015). Es
interesante en este aspecto que el MnPO tiene neuronas que se
encargan de inducir la sed y disminuir la temperatura (Abbott 2017) lo
cual seria coherente con una respuesta adaptativa a ambientes
calidos, promoviendo la perdida de calor pero previniendo la perdida
de liquidos y el desbalance osmolar. Ademas, se requiere de la
retroalimentacion al reloj central, NSQ, para modificar la organizacion
de los ritmos como es el caso del ayuno (Liu 2002).

La temperatura en mamiferos se regula mediante diferentes
mecanismos como la vasoconstriccion o vasoldilactacion cutanea
para evitar o promover la perdida de calor, respectivamente, y la
quema de lipidos en el tejido adiposo pardo (BAT), que difiere del
tejido adiposo blanco ya que su principal funcion es la termogénesis y
no el almacenamiento de lipidos, entre otros mecanismos. Estas dos
funciones se promueven a través del SNA y su rama simpatica,
localizada en la columna intermedio lateral de la meédula espinal
desde T1 a L2. Estas respuestas son reguladas por distintos nucleos
en el tallo cerebral y en el hipotalamo, los cuales reciben aferencias
del asta dorsal que a su vez recibe informacion sensorial de
termoreceptores cutaneos (Tansey 2015, Nakamura 2011).
Igualmente, el SNC tiene termoreceptores en la regién predptica
(Nakamura 2011).

3.4.1 NUCLEO MEDIANO PREOPTICO, AREA PREOPTICA

El MnPO ha sido central en el estudio de la termoregulacion desde
estudios realizados por Hasana en 1929, en los que observd que al
aplicar calor debajo de la regidon predptica estimulaba el sudor de la
pata de los gatos. Desde entonces se ha descubierto que hay
neuronas termosensibles en el MnPO, que ademas reciben
aferencias indirectas de termoreceptores cutaneos a través de la
médula espinal y que sus eferencias modifican respuestas como el
temblor (shivering), activacion o inhibicion del BAT, vasodilatacién o
vasoconstriccion cutanea, e incremento o disminuciéon del ritmo
cardiaco (Nakamura 2011, Tansey 2015, Leib 2017, McKinley 2015).
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Para realizar estas funciones el

MnPO man

da sus principales

eferencias hacia al nucleo predptico medio (MPO) y al PVN. La
activacion del MPO por el MnPO promueve una inhibicién tonica del
Hipotalamo Dorso Medial (DMH) y del nucleo del Rafe rostral pallidus
(rRPa) en el tallo cerebral, el cual es el principal nucleo de salida
premotor para neuronas simpaticas preganglionares en la médula
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espinal

termogénesis del

que se encargan de

la vasocontriccion cutanea vy
BAT (Tanaka 2009, McKinley 2015, Nakamura

2011), por lo tanto la inhibiciéon del rRPa promueve la vasodilatacion y
la inhibicién de la termogénesis. La inhibicién del MPO por el MnPO
promueve la activacion del rRPa y del DMH lo cual promueve que se
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activen las neuronas simpaticas de la médula espinal y se induzca la
termogénesis del BAT y la vasoconstriccion cutanea.

Estas respuestas se pueden iniciar cuando la informacion sensorial
asciende desde termoreceptores cutaneos a través de un relevo en el
asta dorsal o en el nucleo trigémino y llegan al nucleo Parabraquial
en el tallo cerebral. Del nucleo Parabraquial llega al MnPO y de aqui
se inician las respuestas antes descritas. Informacion de un ambiente
calido induce respuestas de perdida de calor, vasodilatacién e
inhibicion de termogénesis, e informacion de un ambiente frio activa
la termogénesis y la vasoconstriccion (Nakamura 2011).

El MnPO también parece ser esencial en la induccién de fiebre por un
reto inmune (Mckinley 2015 y Nakamura 2011). El mecanismo
propuesto es mediante las PGs su receptor EP3, el cual se expresa
altamente en la regién Predptica (Nakamura 1999). Este receptor
promueve la inhibicion del MPO lo cual promueve la activacion del
DMH y del rRPa terminando en la inducciéon de fiebre por los
mecanismos antes descritos.

3.4.2 INFLUENCIA METABOLICA Y PAPEL DEL ARC SOBRE EL
CONTROL CIRCADIANO DE LA TEMPERATURA

El ARC es un nucleo bilateral caudal al NSQ y tiene una localizacion
privilegiada ya que se encuentra adyacente a la EM. La senal del
ARC es esencial para regular el gasto energético ya que es un
sensor de hormonas y niveles de glucosa circulantes (Shi 2013, Bell
2017, Xu 2018). La principal funcion del ARC se relaciona con la
regulacion de la ingesta de alimentos ya que contiene neuronas que
promueven la orexia (ingesta de alimentos) y la anorexia (la no
ingesta de alimentos), sin embargo también se encarga de regular los
niveles metabolicos, las reservas de energia y el gasto energético.

El ARC igualmente se ha relacionado con el control de la temperatura
gracias a estudios realizados en el laboratorio donde infusiones de
los péptidos especificos de este nucleo en el MnPO provocan un
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incremento de la temperatura (Guzman-Ruiz 2015). Anteriormente se
ha mencionado la importancia de la interaccién entre el NSQ y el
ARC necesario para el control circardiano (Buijs 2016, Buijs 2017) y
para la termoregulacion esta interaccion se da en el MnPO, el cual
recibe inervacién vasopresinérgica del NSQ y anorexigénica (aMSH)
del ARC (Guzman-Ruiz 2015). Gracias a estos estudios se propuso la
participacion del NSQ y el ARC en el control circadiano de la
temperatura, el cual es necesario principalmente en la segunda mitad
de la fase de actividad, donde el tiene su mayor actividad neuronal
(Guzman-Ruiz 2014).

Interesantemente, el control circadiano de la temperatura también
requiere de PGs (Scales 1987) ya que con INDO se induce una
hipotermia en la fase de actividad. Esta respuesta se cree que esta
mediada por PGE por sus efectos pirogénicos. Sin embargo KO de
EP1 o EP3, el receptor de PGE que se expresa fuertemente en el
MnPQO necesario para la induccion de fiebre (Lazarus 2007, Oka
2004, 2000), no presentan problemas para el control circadiano de la
temperatura (Oka 2003). Por lo que restarian los receptores EP2 y 4
o otra PG con efectos termogénicos. De entre los receptores EP, EP2
es el unico que se expresa en el ARC (Zhang 1999).

3.5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La evidencia aqui mostrada y particularmente de los trabajos de De
Seranno (2004), (2010) y de Katsuura (1990) queda claro que las
PGs pueden modificar la fisiologia de los OCVs, particularmente de la
EM y del OVLT en su funcion como o6rganos secretores y en su
actividad neuronal. Sin embargo, ninguno evalud la permeabilidad, la
principal caracteristica de la funcién sensorial de los OCVs. Los
trabajos de Langlet (2013a) y Morita (2013a) demuestran que puede
haber un incremento en la permeabilidad del complejo ARC-EM
debido a la hipoglucemia o del SFO y del OVLT debido a una
osmolaridad alta, respectivamente. Por otro lado, en el trabajo de
Rodriguez (2017) se observaron cambios circadianos en la
permeabilidad de los OCVs, teniendo la mayor permeabilidad en ZT2.
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Sabiendo que las PGs pueden: modificar la permeabilidad de los
tejidos via regulacién de las proteinas de barrera o vasodilatacion,
ser producidas por los OCVs y modificar la temperatura via el SNC,
funcién regulada circadianamente por el ARC-EM; se probd si las
PGs eran necesarias para generar el ritmo circadiano de
permeabilidad de los OCVs y si se relacionaba con su funcion del
control circadiano de la temperatura. Igualmente, se probd que si
durante un reto osmodtico se requiere un incremento de la
permeabilidad del OVLT y del SFO, indagar si las PGs se necesitaban
para inducir el incremento de la permeabilidad y suscitar respuestas
reguladas por estos OCVs, como la ingesta de agua.
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4. PREGUNTA

;. Se requiere de la sintesis de PGs para los cambios circadianos de
permeabilidad de los OCVs? Si es asi, ¢cual es el papel de estos
cambios asociados a las PGs en la regulacién fisiolégica de la
temperatura?

En una segunda etapa ¢ se requieren las PGs durante un reto con sal
para inducir sed? Si se requieren, ¢las PGs son necesarias para los
cambios de permeabilidad del OVLT y del SFO, los cuales
incrementan su permeabilidad durante un reto con sal?

5. HIPOTESIS

Si la variaciéon en la permeabilidad de los OCVs depende de la
produccion circadiana de PGs, un inhibidor de la sintesis de PGs,
AINEs, revertira los cambios circadianos de permeabilidad.

Si algun OCVs es importante para la organizacion de la temperatura
y requiere de PGs para mantener su permeabilidad circadiana, luego
entonces un AINEs afectara el control de la temperatura via el OCV.

Igualmente, si en un desbalance por un reto con sal se requiere de
los cambios de permeabilidad del SFO y OVLT, las PGs se requeriran
para modificar la permeabilidad y sostener respuestas como la sed.

6. OBJETIVO

Observar si INDO revierte los cambios circadianos de permeabilidad
de los OCV entre ZT2 y ZT11.
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Investigar si los cambios de permeabilidad en algun OCV sumando al
efecto criogénico inducidos por la administracion de INDO sefalan la
funcién de la permeabilidad sobre el control de la temperatura
corporal.

Por otro lado, observar en el modelo de reto con sal si INDO puede
evitar la induccién de la sed y las modificaciones de la permebilidad
del OVLT o del SFO.
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7. METODO

7.1 ANIMALES

Ratas macho Wistar de entre 240 a 320g se albergaron
individualmente en cajas de acrilico con alimento y agua ad libitum,
teniendo un ciclo de luz:oscuridad 12:12. Los animales se obtuvieron
del bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM.

Los experimentos fueron aprobados segun el Comité de Etica del
Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional
Autonoma de México, con acuerdo en la Regulacion Federal para el
Manejo y Cuidado de Animales (NOM-062- ZO0O-1999).

7.2 CIRUGIA
CANULACION DE VENA YUGULAR E IMPLANTACION DE BOTONES DE TEMPERATURA

Se anestesio a los animales con una mezcla 2:1 de Ketamina
(Anesket, PiSA, Mexico, 50 mg/kg) - Xilacina (Procin, PiSA, México,
8mg/kg) via intramuscular.

Se implanté una canula de silicon (0.025in de diametro interno X
0.047in de diametro externo X 10 cm de largo, Intech, USA) en la
vena yugular derecha, la punta de la canula se introdujo 3.5cm
pretendiendo llegar al atrio derecho del corazon. El resto de la canula
se exteriorizd entre las escapulas y el cuello subcutaneamente con
un punzocat 14G. Se llen6é la canula con una mezcla para canula
7:1:1 de Glicerol (J. T. Baker, USA) - Heparina (PiSA, USA) -
Antibiotico (Amphotericin B, Penicillin, Streptomycin; GIBCO, USA).
Se colocd un botén de temperatura en la cavidad intraperitoneal. Se
dejo en recuperacion a los animales entre 5 a 7 dias.

Se colocd un chaleco hecho a base de cuero para mantener inmovil
la canula y para que durante el dia experimental se pudiera
administrar sustancias de forma remota. El chaleco unicamente se
utilizd en los experimentos de ZT2, ZT11, ZT22 controles y ZT2 y
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ZT11 INDO; para los experimentos con el reto con sal los animales
fueron manipulados. Por lo menos 12 horas antes del experimento los
animales se cambiaron de caja y se conectdé su canula con una
extension de tubo lleno de mezcla para canula, esta extension era de
mas de 40 cm de largo por lo cual de forma remota se podia infundir
sustancias.

7.3 EVALUACION DE LA PERMEABILIDAD CON AZUL DE EVANS Y
PERFUSION

El dia experimental se preparé una mezcla de Azul de Evans (EB) al
5% en soluciodn salina estéril (0.9%). Se administré i.v. azul de Evans
en un volumen de 1mL/kg y 5 minutos después se sacrificé al animal
con una sobredosis (0.7mL/Kg) i.v. de Pentobarbital ( Pisabental,
PiSA, USA).

Se perfundiéo al animal inmediatamente con 200 mL de 4%
Paraformaldehido con buffer de fosfatos (PFA, 0.1M pH 7.2). Se
extrajo los cerebros y se post fijaron por maximo 48 horas en PFA 4%
y 24 horas en 30% sacarosa en PBS 0.1M para crioproteger.
Igualmente se extrajo los botones de temperatura de la cavidad
peritoneal.

Se obtuvieron secciones coronales de 30 um de OVLT, SFO y EM con
un criostato (Cryostat CM2850, Lupetec) a -28°C y se colocaron
directamente sobre portaobjetos. El mismo dia se observaron en un
microscopio confocal (Microscopio Confocal Nikon A1R+ STORM) y
se tomaron fotos de los OCVs. Para todas las secciones se utilizaron
los mismos ajustes.

Se analiz6 las imagenes usando el programa FIJI (Schindelin, J. et al.
2012) y se tomaron las mismas regiones de interes (ROls) para cada
animal de ARC, EM, OVLT, SFO. Se utilizé el promedio del valor de
grises, densidad 6ptica, como representante de la permeabilidad de
cada OCVs.
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7.4 INMUNOHISTOQUIMICA CONTRA C-FOS

Se obtuvieron secciones de OVLT, del Area Predptica (MnPO), SFO,
SON - PVN (por lo menos 3 secciones del SON-PVN y SFO, 2 del
MnPO y OVLT) y se mantuvieron en 0.1 PBS en refrigeracién. Se
tomaron las secciones y se lavaron con 0.1 PBS y se prosiguié a
bloquear en solucion de bloqueo (0.1% fraccion V de albumina
bovina, 0.2% triton X-100 en 0.1 M PBS) por 1 hora a TA. Se cambio
a una solucion con el anticuerpo primario rabbit anti-c-Fos (1:2000
Merckmillipore, policlonal) diluido en solucidén de bloqueo y se dejé en
flotacion a 4°C toda la noche. Se lavaron las muestras y se incubd
con el anticuerpo secundario donkey anti-rabbit (1:500, Jackson
ImmunoResearch) por 2 horas a TA; se volvieron a lavar y se
incubaron con el compejo Avidina-Biotina (1:500; Vector Laboratories)
por 1 hora a TA. Se lavaron y se reveld con 0.01% de
diaminobenzidina (DAB), 0.05% de sulfato de amonio y niquel, vy
0.01% peroxido de hidrégeno en TBS 0.1 M por 8-10 min. Se lavaron
y se montaron las secciones en portaobjetos gelatinizados, se
dejaron secar por una noche. Las laminillas se deshidrataron con un
tren de alcoholes, se aclararon con Xileno y se cubrieron con
Entellan. Se realiz6 el conteo de células c-fos+ mediante el programa
FIJI (Schindelin, J et al 2012).

7.5 ANALISIS DE TEMPERATURA

Se calibré a los botones de temperatura para tomar medidas cada 5
minutos para experimentos agudos (Exp 1) o cada 15 minutos para
experimentos cronicos (Exp 2). Para tomar la Temperatura Relativa
se tomaron tres dias antes del dia experimental como linea base
(LB), se tomo el promedio de estos tres dias y se saco la diferencia
entre la temperatura experimental y la promedio ponderando con
correspondiente ZT (Temp Relativa ZTx t1 = Temp Exp ZTx t1 — Temp
Prom LB ZTx t1). Se tomé el Area Bajo la Curva (AUC) una hora
antes del la infusiéon de INDO o VEH y la hora después de INDO o
VEH.
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7.6 EXPERIMENTO 1: INVESTIGAR SI LOS CAMBIOS DE

PERMEABILIDAD CIRCADIANOS SON INDUCIDOS POR
PROSTAGLANDINAS

Para este experimento se utilizaron 18 animales a los cuales se les
implanté una canula y un botéon de temperatura. Se dividieron en dos
grupos donde el grupo experimental recibié una administracion
remota i.v. de INDO y el control una administracion remota i.v. de
Vehiculo una hora antes de ZT2 o ZT11. El dia del experimento se
prepard INDO en una dosis de 10mg/kg en 1:9 de Na2CO3 0.1M -
PBS 0.1M pH 7.2 o Vehiculo con la mezcla 1:9 de Na2CO3 0.1M -
PBS 0.1M. Dada la hora se administré6 remotamente EB i.v. en ZT2 o
Zt11 y 5 minutos después se sacrificaron a los animales.

Se utilizaron 5 animales para observar el efecto tardio de la INDO
reportado por W. Scales 1987 a los cuales se les administré i.v. INDO
en ZT11 y se observo su temperatura hasta 72 horas después.

7.7 EXPERIMENTO 2: MODELO DE CAMBIOS DE PERMEABILIDAD
DE LOS ORGANOS CIRCUNVENTRICULARES INDUCIDA POR
CONSUMO ELEVADO DE SODIO EN EL AGUA

Se utilizaron 3 animales a los cuales se les implanté una canula y un
boton de temperatura. Antes de la cirugia y después de la cirugia se
tomé el consumo de agua, linea base (LB), el cual se restablecié a
los 5 dias post cirugia. Dado estos 5 dias reposo se les cambio el
agua potable por agua al 2% de NaCl por 6 dias, se midi6 el consumo
de agua cada dia por la mafnana. Durante ZT2 del sexto dia, se
manipuldé a los animales y se les administré6 EB y 5 minutos después
se sacrificaron a los animales.

Dado los resultados de temperatura de estos animales (F3 K), se
modificd la solucion bebible por una que contuviera 5% de sacarosa y
2% de NaCl. Se utilizaron 2 animales y se procedid6 como en el
experimento anterior, se observdé su consumo diario de agua, comida
y peso. Se tomé la temperatura de otros 4 animales en los primeros 2
dias del reto con sal + sacarosa para observar si presentaban la

misma deficiencia en la temperatura.
41



7.8 EXPERIMENTO 3: INVESTIGAR SI LOS CAMBIOS DE
PERMEABILIDAD DE LOS ORGANOS CIRCUNVENTRICULARES
DEBIDO A UN CONSUMO ELEVADO DE SODIO EN EL AGUA SON
INDUCIDOS POR LA PRODUCCION DE PROSTAGLANDINAS

Para este experimento se tomaron 15 animales y se les implanté una
canula. Se dividieron en experimentos realizados en ZT11 y ZT19-
ZT22. En los experimentos realizados en ZT11 se les dio el reto con
sal y sacarosa y al tercer dia (D3) una hora antes de ZT11 se les
administré i.v. INDO o VEH. Dado la hora se les administré EB i.v. y
se sacrificaron 5 minutos después. Para los experimentos realizados
en ZT19-22 igualmente se les dio el reto con sal y sacarosa, y al D3
en ZT11 se les administro i.v. INDO o VEH. A partir de ZT19 se les
administro i.v. EB y se sacrificaron 5 minutos después. A todos los
animales se les midi6é su peso, el consumo de alimento y el consumo
de agua diario por la mafnana. Adicionalmente se realizaron controles
sin el reto con sal, sacrificados en ZT22 con la administracion i.v.
remota de EB.

7.9 ANALISIS ESTADISTICO

Los valores se muestran como promedio + SEM. La permeabilidad de
los OCVs en ZT2, ZT11 se comparo con una ANOVA de dos vias con
post hoc de Bonferroni entre INDO y VEH (Fig 1 Ay D). En AUC de
la temperatura relativa se comparé con una ANOVA de dos vias de
medidas repetidas con un post hoc de Bonferroni entre Antes y
Después (Fig 1 E2). Se us6 una t de Student para ZT2 con el reto
con sal (Fig 3 C y D). Se utilizé una ANOVA de una via con medidas
repetidas con un post hoc de Tukey para el consumo de agua durante
el reto con sal con INDO ip (Fig 5 A). Una ANOVA de dos vias con
medidas repetidas con un post hoc de Bonferroni entre VEH e INDO
para el consumo de agua durante el reto con sal con
precondicionamiento (Fig 5 B). Se utiliz6 una ANOVA de una via con
un post hoc de Tukey para las comparaciones entre Control, Reto con
sal + Sacarosa VEH e INDO en ZT11 y ZT19-22 (Fig 6 A, D, G).
Todos los analisis fueron realizados en Prism 6.01 Software,
GraphPad.
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8. RESULTADOS

8.1 EFECTO DE LA INHIBICION DE LA SINTESIS DE PROSTAGLANDINAS
ENDOGENAS SOBRE LOS CAMBIOS CIRCADIANOS DE PERMEABILIDAD

DE LoS ORGANOS CIRCUNVENTRICULARES. CORRELACION CON LA
TEMPERATURA

Inicialmente, para observar si la produccion de PGs era necesaria
para suscitar los cambios circadianos en la permeabilidad (Rodriguez
2017) se realizaron los experimentos en ZT2 y ZT11, los ZT con la
mayor diferencia reportados: alta permeabilidad y baja permeabilidad,
respectivamente. Estos dos ZT eran los que presentaban la mayor
diferencia hasta antes de los resultados que se observaron en esta
tesis (Rodriguez 2017). Una hora antes del correspondiente ZT se les
administro6 INDO y para evitar que otros factores como el estrés
debido a la manipulacién evocara cambios en la permeabilidad, se
utilizé una canula remota.

En la Figura 1 A, B, C y D se observa la permeabilidad de la EM, del
ARC, OVLT y SFO, respectivamente. Del lado izquierdo se observa la
permeabilidad en animales controles con la canula remota y se puede
observar que la diferencia circadiana en los OCVs entre ZT11 y ZT2
ya no se replicd. Se propone que el método afecté drasticamente la
permeabilidad de los OCVs, en este caso se utilizdé una canula
remota, por lo que en ningun momento se manipularon los animales,
mientras que en el caso de Rodriguez 2017 los animales fueron
manipulados durante la inyeccion de EB, por lo que los cambios
observados se deben a un efecto que ocurre dentro de 5 minutos.
Estos resultados demuestran que de forma fisioldégica no existen
diferencias en la permeabilidad entre ZT2 y ZT11, igualmente sefialan
que el estrés modifica rapidamente esta variable.

Sin embargo, a pesar de no tener una permeabilidad circadiana la
administracién de INDO si tuvo un efecto circadiano sobre la
permeabilidad de la EM en ZT2 y del OVLT en ZT11, en ambos casos
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se indujo una disminucién de la permeabilidad (Fig 1 A y D lado
derecho). Interesantemente, existe una disminucion de la
temperatura que comienza a ser evidente después de los 10 min de
la administracién de INDO ZT2, se puede apreciar mejor con el Area
bajo la curva (AUC) de ZT2 después de INDO (Fig 1 E2). Esto senala
una correlacion entre la permeabilidad de la EM con los cambios de
temperatura, indicando que a menor permeabilidad de la EM-ARC
hay un decremento de la temperatura.

Por otro lado, en ZT11 se puede observar una tendencia a un
decremento de temperatura después de la hora. Por lo que para
poder observar si INDO tiene un efecto tardio sobre la temperatura
en ZT11 se administro INDO en ZT11 y se sacrifico a los animales
hasta 72 horas después (Fig 2). No se encontré un decremento de
temperatura pasado la hora de la administracion de INDO. Sin
embargo, se encontré un decremento de la temperatura después de 9
horas post INDO. Este decremento de la temperatura se encuentra
desde ZT18 hasta ZT5 del otro dia similar a lo reportado por W.
Scales 1987.
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Figura 1. Efecto de INDO sobre la permeabilidad de la EM, ARC, SFO y OVLT (A,B,C,D);
del lado izquierdo se observan solo los animales vehiculo y del lado izquierdo los animales
vehiculo junto con los INDO. A, la ANOVA de dos vias arrojo una p=0.0143 en la
interaccidén y p=0.0227 en el ZT. B, p=0.0078 en el ZT y p=0.0127 en el tratamiento. VEH
ZT1 n=6; INDO ZT1 n=3; VEH ZT10 n=6; INDO ZT10 n=4.

En la figura E1 y F1 se observa la diferencia de temperatura de animales VEH e INDO en
ZT2 y ZT11 respectivamente. En E2 y F2 es el AUC de la temperatura antes y después del
tratamiento con INDO, en E2 la ANOVA de dos vias de medidas repetidas arrojo una
p=0.0051 en interaccién y p=0.0368 en ZT. VEH ZT1 n=3; INDO ZT1 n=3; VEH ZT10 n=4;
INDO ZT10 n=4.

46



H1
ZT1 VEH ZT2
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Figura 1. Imagenes representativas de la tincion con EB del ARC-EM. G, muestra las
regiones de interés que se analizaron para ARC y EM, la imagen ha sido modificada
incrementando el contraste para resaltar la penetracion de EB hacia el ARC. HA1,
muestra la permeabilidad de EB en ZT2 mientras que H2, muestra un drastico
decremento de la permeabilidad de la EM con la administracion de INDO. J1, muestra
la permeabilidad en ZT11 y J2, muestra la permeabilidad con INDO, no se percibe
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la diferencia de temperatura, se observa un efecto criogénico desde ZT18 hasta

ZT5. Abajo es la temperatura y la recuperacion del ritmo 48hras después. INDO

Figura 2. Efecto tardio de INDO en ZT11 sobre la temperatura. Arriba se observa
ZT11 n



8.2 MODELO DE CONSUMO ELEVADO DE SAL: INDUCCION DE SED,
ACTIVIDAD NEURONAL Y CAMBIOS EN LA PERMEABILIDAD DE LOS
ORGANOS CIRCUNVENTRICULARES

Existen modelos en los cuales se han encontrado cambios en la
permeabilidad de los OCVs, sin embargo la explicacién a estos
cambios se ha relacionado con la modificacion de la arquitectura del
endotelio, debido al incremento de factores de crecimiento
endoteliales que culminan en la angiogenesis (Langlet 2013a y Morita
2013a). Estos procesos suelen tardar horas o hasta dias por lo que
es poco factible que la angiogénesis pueda hacer modificaciones tan
rapidas como minutos de la permeabilidad de los OCVs. Por lo que
otros factores como las PGs previos a la angiogénesis puedan ser
mas importantes en estos fenémenos.

Uno de los modelos que induce un incremento de la permeabilidad
especifico del OVLT y del SFO es la ingesta elevada de agua con sal
(Morita 2013a). La ingesta de agua con 2% de NaCl durante dias
induce cambios evidentes en la fisiologia y se utiliza como modelo
de incremento de osmolaridad. En este modelo los animales
consumen mas agua (Fig 3E), tienen activacion de regiones
encargadas de: detectar cambios osmolares como el OVLT y el SFO,
de regiones integradoras como el MnPO y de regiones efectoras que
liberan AVP y OXT como el SON y el PVN (Fig 3 F-J). Presentan al
sexto dia un incremento en la permeabilidad del OVLT y SFO (en
ZT2) similar a lo reportado por Morita 2013a (Fig 3C, D).

Sin embargo, los animales se encuentran en un mal estado pasado
ese tiempo, esto se puede ejemplificar con la temperatura circadiana
durante los 6 dias que durd el experimento (Fig 3K). Presentan un
decremento muy pronunciado en la temperatura con una reduccién de
casi 4°C con respecto linea base. Este efecto se creyé que era
dependiente de la ingesta de alimento, ya que se ha reportado que el
reto con sal induce un decremento del consumo de comida y perdida
de peso (Greenwood M. P. 2015). Por este motivo se probd si
suplementar el agua con sal y sacarosa al 5% podia recuperar el
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control circadiano de la temperatura y el estado saludable de los
animales, lo cual se puede observar en la Figura 4D donde se
rescato el control circadiano de temperatura al menos durante los
primeros dos dias del reto con sal. Su consumo de agua con sal se
encuentra incrementado (Fig 4A) y el de comida se encuentra
disminuido (Fig 4B), similar al reto con solo sal 2%. Igualmente los
animales pierden peso en los primeros dias del reto con sal (Fig 4C).

A partir de estos datos se decidio realizar los experimentos en el dia
3 donde no presentan cambios en la temperatura e igualmente
presentan un incremento similar de la permeabilidad del OVLT, pero
no del SFO (Fig 4G-H).
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Figura 3. Efecto del reto con sal sobre la permeabilidad de la EM, ARC, SFO y OVLT al
sexto dia en ZT2 (A, B, C, D). Valores significativos de p con una prueba de t de
Student C, p = 0.0375; D, p = 0.0193. Control ZT2 n=6; Salt loading ZT2 n=3.

Ademas del cambio en el consumo de agua (E), temperatura (K) y expresion de c-Fos
en la Lamina Terminalis (OVLT, SFO, MnPQO), SON y PVN al sexto dia en ZT2 (F-J). E,
mostro valor de p=0.0057 con una ANOVA de una via, H, mostro valor de p=0.0111 en
una t de Student. Control n=2; Salt n=3.

52



3V

Tercer Ventriculo
3v
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Figura 3. Imagenes representativas de los cambios de permeabilidad después de 6
dias del reto con sal. L1 y M1, muestran el area de interés que se analizd, las
imagenes han sido modificadas. L2 y M2, muestra la permeabilidad de EB en
condiciones control, L3 y M3, muestran el efecto del reto con sal sobre la
permeabilidad del SFO y OVLT, respectivamente.
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Figura 3. Imagenes representativas de inmunohitoquimica contra c-fos. F-J, OVLT,
SFO, MnPO, SON y PVN, respectivamente. F2-J2, animales control en ZT2, F3-J3,
animales con 6 dias del reto con sal.
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Figura 4. Efecto de la suplementacion con sacarosa durante el reto con sal sobre la
ingesta de agua (A), ingesta de comida (B), ganancia de peso (C) y temperatura (D).
La ANOVA de una via arrojo, A, p=0.0025, B, p=0.0079, C, p=0.0397.

Ademas la permeabilidad de la EM, ARC, SFO y OVLT al tercer dia en ZT11
comparadas con la permeabilidad al sexto dia en ZT2 con sus respectivos controles de
ZT11y 2 (E-H). La prueba de t de Student entre Control y Reto con sal ZT11, H, arrojo

una p=0.0056.
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8.3 EFECTO DE LA INHIBICION DE LA SINTESIS DE PROSTAGLANDINAS
ENDOGENAS SOBRE LA PERMEABILIDAD DE LOS ORGANOS

CIRCUNVENTRICULARES Y LA SED DURANTE EL CONSUMO ELEVADO
DE SAL

Se desconoce si los cambios en la permeabilidad de los OCVs que se
presentan durante el reto con sal son necesarios para iniciar alguna
de las respuestas fisiolégicas. Conociendo la importancia de las PGs
sobre diversas respuestas durante un reto con sal y la evidencia de
que participan en los cambios de permeabilidad de algunos OCVs
(EM y OVLT), se decididé evaluar si las respuestas suscitadas durante
el reto con sal (sed y activacion del SON y PVN) podian depender de
la permeabilidad de los OCVs que a su vez dependeria de las PGs.
Por lo cual, se inyectd INDO i.v. en ZT11 al tercer dia del reto con sal
y se observo si el consumo de agua se modificaba, esto se puede
observar en (Fig 5 A) donde hubo un decremento pronunciado en el
consumo de agua.

Sin embargo, al dia siguiente algunos de los animales no recuperaron
el consumo normal de agua con sal por lo que se creyd que era un
aprendizaje tipo condicionamiento aversivo al sabor (CAS), el cual es
la asociacion entre un estimulo condicionado (agua con sal y
sacarosa) y un estimulo incondicionado (malestar gastrointestinal
inducido con INDO i.v.) provocando una respuesta condicionada
como la aversion al nuevo sabor (Chambers 2018). Esto se creyd
debido a que el sabor del agua con sal y sacarosa es relativamente
novedoso (tres dias). Se decidié precondicionar a los animales al
sabor por al menos una semana, en la cual los animales tenian
acceso al agua normal y al agua con sal y sacarosa. Al término de la
semana se les retiré el agua normal y se les dejo unicamente el agua
con sal y sacarosa. En el tercer dia recibieron la inyeccion de INDO o
VEH y se observdé su consumo hasta ZT19 - ZT22. Igualmente se
observd un decremento en el consumo de agua en la noche del dia 3
(Fig 5 B) ademas el efecto fue especifico en el consumo de agua
dejando el consumo de alimento igual que el VEH (Fig 5 C).
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Igualmente se observdo que la INDO no podia disminuir el consumo
normal de agua en animales sin el reto con sal (Fig 5 D). Esto indica
que el efecto de INDO sobre la sed solo ocurre durante un reto con
sal.

Se observd la permeabilidad en dos momentos, justo una hora
después de la INDO ZT11 i.v. y en la fase tardia de actividad de los
animales (ZT19-ZT22), esto para poder observar el consumo de
agua. En ZT11, después de la inyeccion de INDO existe un
incremento en la permeabilidad de la EM que difiere del control sin
reto con sal, pero no del VEH con el reto con sal; esta presente el
incremento en el OVLT y existe una tendencia a un incremento en la
permeabilidad del SFO (Fig 6 A-D). Sorprendentemente, en ZT19-22
existe un incremento de la permeabilidad del SFO con INDO y no asi
del VEH, ademas se pierde la diferencia en el OVLT y en la EM (Fig 6
E-H). Esto indica que el SFO es el principal OCV modificado por la
administracion de INDO.

Por ultimo, se evalud la expresion de c-fos en el SFO debido a los
resultados de su permeabilidad en ZT19-22. No se observd ninguna
modificacion entre el VEH e INDO, ademas ambos eran similares a
los animales tratados por 6 dias con el reto con sal unicamente (Fig
7). Indicando que la actividad de estas neuronas no se modificé por
el cambio en la permeabilidad, Aunado a esto, sitios efectores como
el SON no presentan diferencias, por lo que el efecto es particular
sobre el consumo de agua de los animales, dejando la liberacion de
AVP y OXT intactas. Se propone que el efecto sobre la ingesta de
agua se debe a sitios de integracidon que se requieran para la
induccion de la sed, como las cortezas o el PVT, y no para la
activacion del SON.
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Figura 5. Efecto de INDO sobre la ingesta de agua (A), NO se debe a un aprendizaje
tipo CAS (B), NO modifica el consumo de comida (C), NO modifica el consumo de
agua fisiolégico (D), NO afecta el consumo elevado de agua después de una privacion
de agua. Valores de p en A, ANOVA de una via con medidas repetidas p=0.0093, B,
ANOVA de dos vias con medidas repetidas en tiempo p=0.0056 y tratamiento
p=0.0165, C, ANOVA de dos vias con medidas repetidas en tiempo p=0.0003.
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9. DISCUSION

9.1 PARTICIPACION DE LAS PROSTAGLANDINAS ENDOGENAS
SOBRE LA PERMEABILIDAD DE LOS ORGANOS
CIRCUNVENTRICULARES

Nuestros datos sugieren que no existe una diferencia notable entre la
acrofase y la batifase del ritmo de permeabilidad de los OCVs como
se habia reportado anteriormente. Esta discrepancia se puede
explicar debido a diferencias técnicas, en este estudio para evitar que
la respuesta ante estrés influyera sobre l|la permeabilidad, se
administraron remotamente las sustancias sin molestar a los
animales. Mientras que en el método anterior, se manipulaban a los
animales previo a la administracion del colorante. Esto sefiala que el
estrés tan agudo como 5 minutos puede modificar la permeabilidad
de los OCVs. Durante el estrés se liberan hormonas (corticosterona y
adrenalina) y hay activacién generalizada del SNS. Igualmente las
mismas PGs son importantes para las respuestas de hipertermia
(Kluger 1987) y son liberadas rapidamente por la EM y el hipotalamo
medio basal en respuesta a catecolaminas como noradrenalina
(Ojeda 1979). Cualquiera de estos factores podria ser causante de
los cambios observados sobre los OCVs. Estos resultados sefalan
que el estrés induce la deteccidon de un ritmo en la permeabilidad que
de manera remota no se puede observar. Sorprendentemente, la
administracion de INDO una hora antes de ZT2 y no asi en ZT11
disminuye la permeabilidad del ARC-EM. Esto sefala una posible
produccion circadiana de PGs que a su vez pueden actuar a nivel del
endotelio promoviendo de forma rapida y paracrina la modificacion de
la permeabilidad endotelial particularmente en ZT2.

9.2 TERMOREGULACION

Interesantemente, existe un decremento de temperatura corporal
debido a la administracion de INDO de ZT1 a 2 y no asi de ZT10 a
11. Lo cual coincide con el decremento de la permeabilidad,
sugiriendo la hipétesis de una produccién circadiana de PGs que a su
vez regula tanto a la permeabilidad como a la temperatura corporal.
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La produccion circadiana de PGs podria ser local dentro del mismo
ARC-EM, ya que la glia de este nucleo presenta enzimas de sintesis
de PGs (Eskilsson 2014) y produce PGE2 (Sandrine de Seranno
2010).

Para interpretar los resultados de la temperatura y la permeabilidad
es necesario conocer la regulacion circadiana de la temperatura
donde se ha propuesto la participacion del ARC y del NSQ (Guzman-
Ruiz 2015). Particularmente, las proyecciones del ARC hacia el
MnPO mantienen alta la temperatura en la segunda mitad de la fase
de actividad via aMSH. Por lo que el efecto criogénico de INDO se
podria deber a una inhibicion de las neuronas aMSH del ARC
asociado a la disminucion de la permeabilidad. Esta disminucién de la
actividad de neuronas aMSH, podria inhibir la termogénesis y la
vasoconstriccion via el MnPO (FigD1).

vasoconstriccion
termogeénesis

Figura Discusion 1: Esquema de la interaccion PGE2-ARC-MnPO. El ARC libera aMSH hacia el
MnPO debido a un incremento de PGs (posiblemente PGE2). Esta liberacion activa las ya
conocidas vias de incrementar la temperatura. Modificado de McKinley 2015.

Como ya se habia reportado anteriormente (Scales 1987) la
administracion de INDO tiene un efecto criogénico tardio en ZT11,
aqui reportamos que el efecto en promedio dura de ZT18 hasta ZT5
teniendo su acrofase en ZT22. Es interesante que este periodo
sobrelape con el periodo de mayor actividad del ARC (Guzman-Ruiz
2014), sugiriendo que la actividad circadiana del ARC depende de la
permeabilidad. El presente resultado sugiere que la produccion de
PGs mantiene la permeabilidad del ARC-EM y esta produccién inicia
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a partir de ZT18 hasta ZT5 lo cual mantiene la actividad neuronal
circadiana del ARC. En este ambito seria interesante observar la
permeabilidad en ZT22, |la acrofase del efecto criogénico de INDO,
en condiciones basales y una hora después de la administracion de
INDO, para observar el probable decremento de permeabilidad. Este
decremento circadiano de permeabilidad debido a la administracion
de INDO disminuiria el acceso de moléculas como glucosa,
impidiendo la activacion circadiana de neuronas (FigD2), indicando
que las sefales energéticas que el ARC recibe dictan su actividad. A
su vez estas sefales se integraria en el MnPO para modificar la
temperatura corporal y optimizar el gasto energético dependiendo de
la sefal energética que el ARC recibe de la circulacién.

NSQ NSQ PROSTAGLANDINAS
ZT18-ZT5 || ZT18-ZT5
* NEURONA
~J¥~ NEURONA ACTIVADA
-i{;(,mnocno
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Figura Discusién 2: Esquema de la interaccion NSQ-ARC a través de la sintesis de circadiana de
PGs. EI NSQ da la temporalidad y se muestra el ZT donde existe el efecto sobre la temperatutra
con INDO, en ZT18-ZT5 el NSQ manda la informacion a los astrocitos y tanicitos del ARC para
producir PGs. Estas PGs modifican al endotelio incrementando a su vez la permeabilidad del
ARC. Este incremento promueve el acceso de sustancias hacia el ARC y culmina en la
activacion de las neuronas del ARC. Modificado de Rodriguez B. 2017.
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El OVLT presenta un decremento de la permeabilidad debido a la
administracion de INDO en ZT11. Sin embargo, este efecto no
correlaciona con las funciones conocidas del OVLT las cuales no se
vieron modificadas e.g. temperatura, inducir sed. No se indujo un
cambio en la temperatura corporal 1 hora después de INDO y no se
decremento el consumo de agua durante la noche después de la
administracion de INDO en ZT11, a pesar de la participacion del
OVLT en la induccion de sed en el periodo anticipatorio (ZT22-24).
Por lo que concluimos que el efecto de INDO en ZT11 es poco
congruente con las funciones de termoregulacién e induccién de sed
del OVLT, sin embargo podria afectar alguna una funcién no evaluada
fuera de sus funciones circadianas.

9.3 OSMOREGULACION

Debido a que se modifica la permeabilidad del OVLT y del SFO
durante el reto con sal se hipotetizé que este incremento se debia a
una produccion de PGs en estos OCVs y era necesario para
incrementar el consumo de agua y la induccion de actividad de
neuronas magnocelulares del SON. Sorprendentemente, la
administracion de INDO en ZT11 al tercer dia del reto con sal indujo
una drastica disminucion en la ingesta de agua durante toda la
noche, este efecto no se debe a un malestar de los animales ya que
comieron similar a los controles. Ademas, no se debe a un
aprendizaje tipo CAS e INDO no modifica el consumo normal de agua
sin el reto con sal. Sin embargo, la permeabilidad elevada de los
OCVs se mantuvo e incluso aumento en el SFO, ademas la actividad
de las neuronas del SFO y las del SON no disminuy6. De estos
experimentos concluimos que las PGs son necesarias para inducir la
sed, sin embargo su papel es dificil de interpretar ya que la actividad
de nucleos que participan en estas respuestas, SFO y SON, sigue
intacta, por lo que es necesario indagar si el efecto es periférico o
central mediante una administracion i.c.v. de INDO.
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10. CONCLUSION

Varios estudios sefalan la importancia de la retroalimentacion que el
hipotalamo recibe a través de los OCVs para mantener la
homeostasis y la organizacion de la fisiologia corporal; para dar
respuestas integradas que intervengan en e.g. el estado metabdlico o
la osmolaridad del individuo. Esta retroalimentacion se ve alterada al
existir desbalances metabdlicos u osmolares iniciando una
reorganizacion del OCV permitiendo un mayor acceso de sustancias
mediante el incremento de la permeabilidad. Sin embargo, se
desconocia si esta reorganizacion de los OCVs era necesaria para
organizar e integrar la fisiologia y las respuestas suscitadas ante los
desbalances. Los resultados de este trabajo arrojan evidencia de la
participacién de las PGs en la regulacién circadiana de la
permeabilidad endotelial del ARC-EM manteniendo el acceso de
sustancias hacia el ARC en ZT2. Esta reorganizacién de la
permeabilidad endotelial podria modificar la actividad neuronal del
ARC y su ausencia ocasionaria una deficiencia en la integracion
metabodlica provocando un decremento en el gasto energético,
observado en la reorganizacion de la temperatura corporal. Por otro
lado, las PGs también se requieren para la induccion de la sed en un
reto con sal, sin embargo para dilucidar este fendmeno se requiere
mas entendimiento entre la interaccion que guardan las PGs con los
circuitos de la sed. Estos resultados sefialan la importancia de las
PGs para la fisiologia de los OCVs y la importancia de la
retroalimentacion de los OCVs para la organizacion de la fisiologia.
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