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RESUMEN 
  
  

Es bien sabido que el sistema circadiano de mamiferos esta constituido ‘por 

multiples osciladores. Sin embargo, solo se ha podido determinar la existencia de un 

sustrato neuroanatémico capaz de generar y mantener una amplia variedad de ritmos, 

el cual se encuentra ubicado en el Nucleo Supraquiasmatico del hipotalamo (NSQ). 

Con la finalidad de abordar el estudio sobre los mecanismos que participan cn el 

proceso de acoplamiento entre osciladores citcadianos, adoptamos el uso del modelo 

experimental de transplantes de NSQ fetal a ratas intactas los cuales fueron 

colocados en el tercer ventriculo (III V) y cn el ventriculo lateral (VL). Para 

establecer los efectos de los transplantes sobre las propiedades dinamicas del NSQ 

hospedero, fueron obtenidas las respuestas de fase por pulsos de luz (1h duracion, 

400 tux) en la zonas de retrasos (CT 13) y avances de fase (CT 23) de la curva de 

respuestas de fase a nivel conductual y a nivel celular mediante la deteccién 

inmunohistoquimica de C-Fos y de Jun-b. También fue estudiada la participacion de 

la glandula pineal sobre el proceso de acoplamiento, por lo que un grupo de animales 

recibieron el transplante de NSQ en el VL y_ posteriormente fucron 

pinealectomizados. También fueron probadas las respuestas de fase en ratas con 

transplante de corteza en el IHV. 

A nivel conductual encontramos que los animales con transplante de NSQ 

observamos respuestas de fase atipicas en CT 23, en donde los animales exhibieron 

cambios de fase con direccién opuesta (retrasos de fase), asi como un marcado 

incremento en el mimero de ciclos transitorios. En el caso de los animales 

pinealectomizados y con transplante de NSQ en el VL a pesar de que también 

mostraron cambios de fase con direccién opuesta, mostraron un notorio decremento 

en la magnitud de los cambios de fase y en el nimero de ciclos transitorios. Mientras 

que los animales de corteza exhibieron cambios de fase similares a los encontrados 

en animales intactos. 

A nivel celular el principal efecto se observ en el NSQ transplantado, en donde 

no se observé induccién fética de c-Fos y de Jun-b, lo cual sugiere que la 

informacion fética no alcanza al NSQ transplantado en el lapso de 1 hora. 

Los resultados obtenidos sugicren: [1] que el NSQ transplantado y cl NSQ 

hospedero se encuentran acoplados, [2] que la ubicacion del transplante no es un 

factor determinante para que se pueda Hlevar a cabo el proceso de acoplamiento, [3] 

la participacion de la pineal a pesar de que no ¢s un requisito indispensable para que 

pucda establecerse el proceso de acoplamiento, la pineal si participa en el 

establecimiento de este proceso y [4] que los efectos son especificos al tipo de tejido 

transplantado.



ABSTRACT 
  
  

It is well known that mammalian circadian system is constituted by several 
circadian oscillators. However, the Hypothalamic Suprachiasmatic Nucleus (SCN) is 
the only neuroanatomical substrate capable to generate and maintain a wide variety 
of circadian rhythms in mammals. The aim of the study was determine the 

mechanisms involved in the coupling process, therefore, we used the experimental 

model of fetal Suprachiasmatic nucleus (SCN) grafts in to the third ventricle (I1IV) 

and in the lateral ventricle (1.V) to intact rats. To analyze the effect of the SNC grafts 

in the dynamical properties of the host SCN, we determined the phase responses to 

light pulses (1h duration, 400 lux) in the phase delaying (CT 13) and phase 

advancing (CT 23) zone of the phase responses curve at behavioral and cellular level 

by immunocytochemistry to c-Fos and Jun-b proteins. The participation of the pineal 

gland on the coupling process was also studied. Therefore, a group of animals 

received a SCN graft into the 1.V and later this animals were pinealectomized. ‘The 

phase responses were also probed in rats bearing cortex grafts in the HIV. 
At behavioral level, we find that the animals with SCN grafts exhibited atypical 

phase shifts at CT 23 all the rats showed phase shifts with opposite direction (phase 

delays), as well as a marked increment in the number of transitory cycles. In the case 

of the pincalectomized animals with SCN grafts in the LV, although they also 

showed phase shifts with opposite direction, these animals exhibited a notorious 

decrement in the magnitude of the phase shifts and in the number of transitory 

cycles. While the animals with cortex grafts exhibited similar phase shift to those 

induced in intact animals. 
At cellular level the main cffect of the grafts was detected in the grafted SCN, 

where the induction c-Fos and Jun-b proteins was not observed, this data suggest 
that the photic infurmation doesn’t reach to the grafted SCN in the first hour after 
the beginning of light stimulus administration. 

These data suggest: [1] the grafted SCN and the host SCN are coupled, [2] the 

location of the SCN graft is not a decisive factor for the establishment of the 

coupling process, [3] the participation of the pincal gland is not an indispensable 
requirement for the coupling process, but it also participates in the establishment of 

this process and [4] the effects are specific to the kind of grafted tissue.
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INTRODUCCION 

  

Los Ritmos Circadianos 

Una caracteristica inherente a los organismos vivos es el exhibit 

vatiaciones ciclicas regulares en una gran variedad de procesos fisiolégicos, 

bioquimicos y conductas fundamentales para su supervivencia. Estas vatiaciones 

ciclicas muestran una estrecha relaci6n con los cambios ambientales ciclicos, tal 

como los cambios diarios de iluminacién, por lo que su. periodo’ es cercano al 

tiempo de rotacion de la tierra (24 horas). Estas fluctuaciones ritmicas de naturaleza 

enddégena son conocidas como Ritmos Circadianos (Halberg, 1959). 

Se ha sugerido que los ritmos circadianos representan procesos esenciales a través 

de los cuales eventos del medio interno son organizados en una secuencia temporal 

adecuada, que va a conferir al organismo una de las estrategias mas importantes 

para su adaptacién a los cambios diarios del medio ambiente (Pittendrigh 1965b, 

1981a). 

Se sabe que los ritmos circadianos no son producto de estimulos 

ambientales ciclicos (Reinberg y Smolensky, 1993). Inicialmente se aislo a diferentes 

organismo de sefiales temporales ambientales, con lo que se constatd que la 

ritmicidad citcadiana persiste sin atenuacién. Ademas, bajo dichas condiciones el 

ritmo manifiesta su periodo enddgeno, fendmeno que se conoce como oseilacién 

espontanea o libre corrimiento (Fig. 1). Dicho fendmeno, es un claro indicador de 

que los ritmos circadianos son generados por mecanismos propios del organismo, a 

los cuales se les conoce como Relojes Biolégicos. \.as propiedades de estos relojes 

son innatas, lo cual fue corroborado inictalmente mediante estudios de genética 

mendeliana, posteriormente por mutagénesis quimica (Konopka y Benzer, 1971). 

' Bl periodo es el intervalo de tiempo que ocurre entre dos puntos de referencia idénticos y cuyo reciproco es la 
frecuencia.
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Fig. 1.- Graficas consecutivas de ocurtencia de eventos 0 actograma de un ritmo circadiano de un organismo nocturno, en el eje de las ordenadas se presentan los dias consecutivos de registro y en la abscisas la hora del dia. En la parte superior, el organismo se encuentra bajo un ciclo luz- oscuridad, por lo que el ritmo se encuentra sincronizado al ciclo impuesto. Mientras que en la Parte inferior del actograma el organismo es sometido a oscuridad continua (flecha), condiciones bajo las cuales se presenta el fendmeno de oscilacién espontdnea o libre curso. 

A pesar de la naturaleza enddgena de estos ritmos, algunos factores 
ambientales ejercen una notable influencia sobre la expresi6n de los ritmos 
circadianos, fendmeno que se conoce como stncronizacién (Pittendrigh y Minis 
1964). La sincronizacién es inducida por estimulos ambientales regulares y 
ptedecibles, los cuales permiten que la fase? de los ritmos citcadianos se ajuste a la 
de los ciclos ambientales (Fig. 2). Dichos estimulos son conocidos como 
sincronizadores 0 zettgebers (Aschoff, 1951). 

En el caso de los ritmos circadianos se sabe que el ciclo Luz-Oscuridad 
(L:O) es el principal agente sincronizador, petmitiendo el ajuste del petiodo y la 
fase (l'ig. 2) de las oscilaciones enddgenas (tiempo bioldgico) a la alternancia entre 
el dia y la noche (tiempo geofisico). 

ee 
? La fase es considerada como el estado instantaneo de la funcién periddica en una escala temporal arbitraria.
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Fig. 2 | Esquema de los parametros comunmente analizados en los ritmos bioldgicos. El pertodo 
(T) se cefiere al intervalo de tiempo entre dos puntos de referencia idénticos y cuyo reciproco es la 
frecuencia, \a amplitud del ritmo se mide desde ec! punto maximo hasta el minimo del cvento 

periddico; Ja fase (®) es cl estado instantaneo de una funcién periddica con relacién a una escala de 

tiempo arbitraria; la relacién o angulo de fase WW) cortesponde a la diferencia que existe entre la fase 
de referencia de dos eventos oscilatorivs distintos. La fraccion del ciclo empleada en actividad se 

denomina affa (@) mientras que la empleada al reposo se conoce como rho (p). 

El Sistema Circadiano 

De acuerdo con la teoria elaborada por C. S. Pittendrigh (1954-1993) los 

elementos oscilatorios o relojes bioldgicos son sistemas organicos capaces de 

generar un orden temporal en las actividades del individuo, permitiendo una 

adecuada interacci6n en el dominio temporal entre el ambiente y el organismo 

(Pittendrigh et. al. 1958b; Pittendrigh 1960, 1981b, 1993). Dichos relojes realizan su 

funci6n mediante dos procesos diferentes: (4) midiendo la duracién del tiempo 

bioldgico, y (2) reconociendo la hora ambiental local. Fstos procesos asegutan que 

los eventos del medio interno tengan una secuencia temporal adecuada y estable, lo 

que le confiere al organismo la capacidad de anticiparse o ajustarse a los cambios en 

el medio ambiente (Pittendnigh, 1981a, c). 

Con la finalidad de puntualizar los diferentes clementos y procesos que 

patticipan en la generacién y el mantenimiento de los ritmos circadianos se ha 

adoptado el concepto de Sistema Circadiano (Aguilat-Roblero, 1993a; Moore,



1996). En este modelo conceptual (Fig. 3), se considera que el sistema esta 
constituido por: [A] elementos oscilatorios que poseen la capacidad de generar 
fluctuaciones ritmicas con una frecuencia cercana a las 24h, a través de dichos 

elementos va a ser posible el proceso de cronometria, es decir la medicién del 

tiempo. /B] El sistema también consta de otra serie de elementos que van a ser los 
encatgados de transmitir la informacién de los cambios ciclicos del medio ambiente 
a los elementos oscilatorios. Esto involucta la Presencia tanto de receptores 
sensoriales, como de vias aferentes cuya Participacion es determinante para que 
pueda establecerse el proceso de sincronizacion, permitiendo el ajuste de las 
fluctuaciones ritmicas genetadas por el organismo con el tiempo ambiental. [qd 
Pata que finalmente sea expresada la ritmicidad generada por los elementos 
oscilatorios se requieren vias eferentes que van a regular el proceso de transmisién 
de la ritmicidad a los sistemas efectores. 

En este modelo conceptual se parte del hecho de que el sistema circadiano 
se encuentra constituido por mas de un elemento oscilatorio, de tal forma que 
mediante /D] el proceso de acoplamiento, va a set posible el funcionamiento 
cootdinado entre los distintos de osciladores que conforman el sistema. 

Brevemente describiré las principales caracteristicas de cada uno de los 
elementos y de los procesos que conforman el sistema circdico. 

Transmisién 
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Fig, 3.- Modelo conceptual del Séstema Circadiano, el cual esta constituido por vias y receptores 

encargados de proporcionar informacién sobre los cambios ambientales para que pueda establecerse 
el proceso de sincronizacidn. Asi mismo, el sistema posce mas de un elemento oscilatorio encargado 

del proceso de cronometria. Estos osciladores mantienen el funcionamiento coordinado medtante el 
proceso de acoplamiento. Para que la ritmicidad sea finalmente expresada, el sistema cuenta con vias 

eferentes a los efectores, proceso que se denomina transmisién. 

[A] Cronometria 

Un reloj biolégico eficiente debe cumplir al menos dos pre-requisitos 

indispensables: (2) Para que la secuencia temporal de eventos en el medio interno 

puecdan ocurrir sincrénicamente, el reloj debe mantener una velocidad angular (V) 

estable en cada fase del ciclo (Pittendrigh, 1981b); (2) para que dicha velocidad y 

por lo tanto el periodo del reloj biolégico no sea alterado por cambios en la 

temperatura ambiental, el reloj debe de presentar compensacién de temperatura. 

De otra forma se veria comprometida la habilidad del reloj biolégico para medir el 

tiempo con precisién y su valor adaptativo se veria seriamente limitado ante 

cambios extremos de temperatura (Pittendrigh, 1954; Bruce y Pittendrigh 1956). 

Bajo condiciones de oscilacién espontanea, los relojes bioldgicos en cada especie 

muestran un periodo (7) caracteristico, el cual generalmente no es de 24 horas 

exactas. Ia seleccidn natural ha demandado que las oscilaciones biologicas exhiban 

periodos cercanos (cirea) a las 24 h, ya que esta de esta forma contribuye a la 

estabilizacién dia a dia del programa bioldgico al ciclo ambiental, aun cuando el 

fotoperiodo cambia durante las diferentes estaciones del afio, esto permite un 

reconocimiento confiable del tiempo local (Pittendrigh 1981a; Pittendrigh y Daan 

1976b). 

Como anteriormente se sefialé, el sistema circadiano se encuentra 

constituido por mas de un elemento oscilatorio, por lo que cabe hacer la distinction 

de las caracteristicas observadas de un ritmo circadiano (overt rhythmicity) y las



ptopiedades del marcapaso’ que dirige dicho ritmo. Se ha sugetido que el 
marcapaso dirige una plétora de subsistemas fistolégicos a los cuales le asigna el 
nombre de osciladores secundartos, los cuales pueden o no set autosostenidos, ya 
que éstos no son responsables de la ritmicidad (Pittendrigh, 1967). De tal forma 
que en cualquier punto o fase del ritmo el marcapaso autosostenido dispara una 

secuencia de eventos fisiolégicos, que determinan la evolucién temporal de la 
actividad observable (Pittendrigh y Daan, 1976a). De acuerdo a lo anteriormente 

sefialado, la fase (9) y el periodo (0 de un titmo en estado estable de oscilaci6n 

espontanea, estan determinados por la 6 y el t del Matcapaso que es quien dirige 

dicha ritmicidad observable (Pittendrigh, 1967). 

[B] Sincronizacién 

Como se mencioné previamente, es claro que los relojes biolégicos son 
sensibles a agentes externos, lo cual les permite el reconocimiento de la hora local 
(Aschoff, 1981; Pittendrigh y Bruce, 1957). Para que un estimulo pueda sincronizar 
un titmo circadiano, este debe de re-iniciar la fase del marcapaso en una cantidad 
que corrija la diferencia entre el periodo de la sefial ambiental y el periodo del 
marcapaso (Fig. 4), es decir debe ajustar la fase y el periodo del marcapaso al del 
ciclo ambiental, ya que de otra forma el marcapaso permaneceria en oscilacién 
espontanea (Pittendrigh y Minis, 1964). 

Existen un gran numero de factores ciclicos en la naturaleza que pueden 
fungir como agentes  sincronizadores (Aschoff, 1954). Entre todos, el mas 
poderoso es el ciclo L:O, debido a que este muestra una gran estabilidad en su 
petiodo y fase. Sin embargo se ha desctito la existencia estimulos no-f6ticos que 
también funcionan como agentes sincronizadotes, entre estos se encuentran los 
cambios de temperatura (Hoffman, 1969), la disponibilidad de alimento (Krieger, 

  

3 . : : segs : tat Los marcapase son capaces de medir el tiempo en ausencia de sefiales periédicas externas, siendo su caracteristica mas



1974; Stephan, 1992), las sefiales materno-fetales (Reppert et. al. 1987; Duffield y 

Ebling, 1998), las sefiales sociales (Marimuthu et. al. 1978) y los campos 

electromagnéticos (Dowse y Palmer, 1969). 
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Fig. 4.- Sincronizacién de dos osciladores de diferente frecuencia por un mismo agente sincronizador. 

En donde un oscilador con alta frecuencia (A) muestra un adelanto de fase con respecto al 

sincronizador, por lo que el angulo de fase es positivo (+) , por el contrario el oscilador con 

frecuencia baja (B) muestran un rezago en su fase, por lo que el angulo de fase es negativo (-y). 

Para que se considere que una sefial ciclica ambiental tiene la capacidad de 

sincronizar al marcapaso circadiano: 

a) 15] marcapaso debe ajustar su 7, hasta igualar el petiodo del ciclo ambiental (7). 

Por lo que t cambia a T*, en donde r* = T. Hs decir, el sincronizador debe de 

imponer el petiodo al ritmo bioldgico, por ende al marcapaso subyacente 

(Pittendrigh, 1960; 1965a; 1972; 1979). 

b) Se debe de establecer una relacién de fase’ (y) unica entre el horatio del 

matcapaso y el horario del sincronizador, donde la fase del ritmo debe de ser 

  

importantes es el imponer una fase y un periodo al resto del organismo (Pittendrigh, 19584). 

‘ La diferencia existente entre una fase de referencia de estas dos oscilaciones (la del reloj biolgico y la del 

sincronizador) se conoce como relacién de fase (Pittendrigh, 1960; 1965a; 1979; Pittendrigh y Bruce, 1959).



dependiente de la sefial temporal externa (Pittendrigh, 1960; 1965a; 1972; 1979, 

Pittendrigh y Daan, 1976a). 

El cambio que presenta ra 7*, depende del establecimiento de una y 

estable entre el marcapaso y el sincronizador (Pittendrigh y Daan, 197Gb). De tal 

forma que en la sincronizacién el control de fase es mas relevante que el control del 

periodo. Se plantea que este es el elemento critico que la seleccién natural ha 

conferido, convirtiendo un programa temporal diario en una entidad oscilatoria 

dentro del organismo y sobre todo asegurando su re-ajuste automatico ante 

estimulos externos (Pittendrigh y Daan, 1976b; Daan y Pittendrigh, 1976). 

Se han sugerido dos posibles mecanismos a través de los cuales puede 

establecerse la sincronizacién (Pittendrigh, 1981c): 

@La Sincronizacién Continua (Modelo Paramétrico de la 

Stncronizacién) en donde los efectos del sincronizador sobre el 

Marcapaso ocurre durante todo o gran parte del ciclo. La forma en que el 

sincronizador ejerce control sobre la fase y el periodo del marcapaso, es 

modificando de forma continua la velocidad angular del matcapaso, 

acelerandola en algunas fases y desacelerdndola en otras (Pittendrigh, 

1973). 

@ La Sincronizacién Discreta (Modelo No Paramétrico de la 

Stncronizacién) en donde el impacto del sincronizador sobre el 

marcapaso es breve. Lo cual va a producir que el marcapaso sea 

tapidamente teinictado y su fase muestre un abrupto y discreto cambio, 

en una cantidad igual a r- T. 

La evidencia disponible sugiere que la sincronizacién a ciclos L:O ocurte a 

consecuencia de una mezcla de los dos tipo de sincronizacién, continua y discreta 

(Pittendrigh, 1981¢; 1981a).



Una de las contribuciones mas importantes para la comprensibn de c6mo 

los estimulos ciclicos féticos y no féticos sincronizan al marcapaso circadiano, ha 

sido la obtencidn de la curva de respuestas de fases (CRF). 

Bajo condiciones de oscilaci6n espontanea, por convencidn se describe la 

sucesion de las fases circadianas (¢,) en términos de horas circadianas (CT), en 

donde el petiodo de un ciclo completo posee Tt horas en tiempo real y una hora 

citcadiana estaria dada por 7/24. En organismos nocturnos, la primera mitad del 

ciclo (CT 0 a CT 12) se considera como el dia subjetive, mientras que la segunda 

mitad (CT 12 a CT 24) es la noche subjetiva. El inicio de la fraccion de actividad 

por convencién se denomina CT 12, la cual es generalmente utilizada como fase de 

referencia. Una vez alcanzado el estado estable de la oscilaci6n espontanea, se 

administran pulsos breves de luz, los cuales inducen cambios de fase (Ag) que 

pueden ser tanto avances (+), como retrasos (-) de fase. Ia direccién y la magnitud 

del Ag es caracteristico de la fase en la que cl marcapaso recibe el pulso de luz. 

La CRE (Fig, 5) se obtiene graficando la relacién entre la ¢, en la que se 

aplica cl pulso de luz y el Ag inducido (DeCoursey, 1960; Pittendngh 1960; 

Pittendrigh y Minis, 1964). Existe un patron caracteristico de la CRF sin importar la 

especie en la que esta sea obtenida (Pittendrigh y Minis, 1964; Pittendrigh, 1979; 

Daan y Pittendrigh, 1976) en donde la administracién de pulsos durante el dia 

subjetivo, producen pequefios o ningun Ag Mientras que durante la noche 

subjetiva los pulsos de luz producen respuestas evidentes como son retrasos de fase 

(Ad) cn la noche subjetiva iemprana y avances (+Ag) en la noche subjetiva tardia 

La obtencién de la CRF posee varias aplicaciones, entre estas, es una 

herramienta util para predecir la y precisa entre el marcapaso y los ciclos de pulsos 

de luz para cualquier valor que puedan adquirir en cuanto a T, asi como para



ptedecir los limites del T’a los que se puede sincronizar el marcapaso (Ottcesen, 

1965). Pero la ventaja mas importante que oftece la obtencién de la CRF, es que se 

trata de la unica estrategia a través de la cual es posible estudiar las propiedades 

dinamicas del marcapaso responsable de la generacién del ritmo citcadiano en 

estudio. 
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Fig. 5 Tfectos de la aplicacién de pulsos de luz en diferentes horas circadianas a organismos bajo 
oscilacién espontinea (A — C). En la parte superior, la aplicacién de pulsos de luz durante el dia 
subjetivo (A) no produce cambios de fase, mientras que durante la noche subjetiva temprana (B) 
se inducen retrasos_y en la tardia (C) avances de fase. En parte inferior, la Curva de Respuestas 
de Fase. , que es la representacion grafica de la direccién y magnitud de los cambios de fase 
inducidos de acuerdo a la hora citcadiana en la que se aplicé cl pulso de luz se denomina 
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lin las caracteristicas genctales de la CRF se observan similitudes cn todas 

las especies, pero existen algunas diferencias interespecificas como la amplitud de 

los cambios de fase (Fig. 6), asi como cn el balance relativo entre la zona de avances 

(A) y la de retrasos (R). En organismos que exhiben 7 menores a 24 horas la zona 

R contempla mas horas circadianas que la “1, mientras que especies que posecn T 

largos la zona A es mas grande (Dann y Pittendrigh, 1976). 
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Fig. 6: Curvas de Respuestas de fase 
a pulsos de luz en diferentes especies, 

en donde son claramente observables 
las diferencias entre su forma, la 

magnitud de los cambios y del balance 
relativo entre la zona de avances y 

retrasos los cuales muestran una 
esttrecha relacidn con el periodo 
endogeno del ritmo. 

En el caso de los mamiferos, se ha observado que entre la porcién de 

retrasos y de avances de fase tiene lugar el punto de transicién que ocurre de 

manera gradual. Sin embargo cuando el Ag es de gran magnitud, el punto de 

transicidn se vuelve una funcidén asintética mostrando un cambio instantaneo del 
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extremo de los -4@ al extremo de los +Ag de la CRF. Winfree (1970, 1971) hizo 

una distincién entre las CRF con una transicion instanténea (Fig. 7), a las cuales 

denomind CRF tpo 0 (re-inicio de fase fuerte), de las que poseen una transicién 

gtadual que denomind CRF tipo 1 (re-inicio de fase débil). La elaboracién de esta 

clasificaci6n se basd en la pendiente de la Curva de Transicién de Fase (CTF); la 

cual se obtiene graficando la nueva fase inducida por la aplicacién del pulso, en 

funcion de la fase previa a la aplicacién del mismo. Winfree (1971) observé que las 

CRF tipo 0, son mas frecuentemente observadas en insectos. 

TIPO 0 TIPO 1 
Drosophila Drosophila 

pseudoobscura melanogaster 
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Fig.7 Curvas de Transicién de Fase en las que se representa la nueva fase a la que el 
marcapasos es reiniciado posterior a la aplicacién de un breve pulso de luz en una fase dada. En 
estas se muestra el comportamiento de osciladores con reinicio de fase fuerte o tipo 0, asi como 
las que poseen un reinicio de fase débil o tipo I. 
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(Best et al. 1999; Sharma y Chandrashekaran, 2000; Sharma ct al. 2000; Caldelas et 

al. enriado). 
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Fig. 8 Protocolo de dobles pulsos de luz, Pittendrigh, (1981) basandose en los cambios obtenidos 
en la curva de respuestas de fase con un solo pulso de luz (linea punteada) elabora predicciones de 

los posibles cambios de fase si es aplicado un segundo pulso de luz (linea continua) y los cambios 
de fase obtenidos por dos pulsos de luz (ountos) cumolen con dichas predicciones. 

[C] Acoplamiento 

Como se mencioné anteriormente, se sugiere que los ritmos bioldgicos son 

generados por mas de un reloj bioldgico, lo cual ha sido corroborado en distintas 

especies, tales como la Aphsia (Strumwasser, 1973) y la Drosophila persimilis 

(Pittendrigh, 1973) entre otros. Asi mismo la manifestacion de diferentes 

fendmenos en mamiferos como la desincronizaci6n interna, la particion del ritmo y 

14



Para que los A@ inducidos por luz puedan ser observados a nivel 

conductual, se requiere de varios ciclos transitorios hasta que se alcanza el nuevo 

estado estable de la oscilacién (Pittendrigh et. al. 1958b; Pittendrigh y Minis, 1964). 

En la cinética de los cambios de fase, se ha observado que los avances de fase 

requicren mayor numero de ciclos transitorios para adquirir el estado estable, en 

comparacion de los retrasos de fase (Pittendrigh et. al. 1958b). Por ejemplo en el 

caso de las ratas Wistar se ha encontrado que el sistema requiere 1 ciclo transitorio 

para que sean exhibidos los retrasos de fase, mientras que para que sean observados 

los avances de fase requieren aproximadamente 3 ciclos (Caldelas et al. Exriado). 

Por tal motivo, se ha sugerido que los ciclos transitorios observados en el patron 

ritmico definitivamente no reflejan la conducta del marcapaso citcadiano, sino que 

representan a una segunda entidad oscilatoria (oscilador esclavo) o sistema efector, 

que gradualmente esta re-adquiriendo su fase con el matcapaso que lo dirige 

(Pittendrigh et. al. 1958b; Pittendrigh y Minis, 1964; Pittendrigh, 1981b). 

Mediante un protocolo de dobles pulsos de luz, Pittendrigh (1967) 

demostr6 que el re-inicio del marcapaso citcadiano de la Drosophila es 

“instantaneo”. Este protocolo consiste en aplicat un segundo pulso de luz poco 

después del estimulo inicial (Fig. 8), con la finalidad de verificar la nueva fase del 

marcapaso. Estos experimentos los disefid basandose en la CRF de la Drosophila, 

elaborando predicciones de los posibles cambios de fase cuando era aplicado un 

segundo pulso de luz. En este protocolo, Pittendrigh encontrd que los cambios de 

fase inducidos por dos pulsos de luz coincidian con sus predicciones elaboradas en 

la CRF. 

Esta peculiaridad de reinicio rapido del marcapaso circadiano por pulsos de 

luz, también ha sido observado en otros organismos tales como, la Newroespora crassa 

(Crosthwaite et. al. 1995), gorriones (Binkley y Mosher, 1987) y roedores nocturnos 
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la persistencia de ritmos circadianos cuando se lesiona el marcapaso circadiano 

apoyan la nocion de la existencia de varios relojes circadianos. 

la caracteristica mas importante de la desincronizactén interna es la 

presencia de diferentes parametros ritmicos los cuales exhiben sus propio periodos 

circadianos y en la que también se picrden las relaciones de fase entre ellos (Hig. 9). 

Se han descrito 3 formas de desincronizacibn: 

& Desincronizacién interna espontanea, cn humanos bajo condiciones 

normales el ciclo suefio-vigilia y el ritmo de temperatura corporal 

muestran un periodo de 24 hrs, con una telacién de fase constante, sin 

embargo bajo condiciones de aislamiento temporal se pierde su relacién 

de fase y muestra petiodos independientes. Esto sugiriere la existencia 

de osciladores independientes para cada uno de estos parametros, los 

cuales se desacoplan en las condiciones experimentales descritas 

(Aschoff, 1979, 1981). 

®@ Desincronizacién interna pasajera (Jet- lag), cuando se realiza un 

vuelo transmeridional el organismo requiere algunos dias para 

resincronizarse al nuevo horario. Bajo estas condiciones se ha 

encontrado que distintos parametros muestran diferentes velocidades de 

resincronizacion. A este estado de pérdida de las relaciones de fase entre 

los distintos procesos fisioldgicos producida por el cambio de huso 

horario se denomina jet-lag (Moore-Ede et al. 1982). 

@ Desincronizactén interna forzada, también es posible lograr la 

separacion de los distintos ritmos citcadianos exponiendo a los sujetos a 

“dias artificiales” con periodos diferentes (aunque cercanos) a 24 hrs, 

siempre y cuando sea desconocida por estos. En dichas condiciones 

algunos parametros en estudio se sincronizan al periodo impuesto, 

mientras que otros presentan corrimiento espontaneo o sincronizacion 
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telativa (Weber, 1983). Estas observaciones se han interpretado como la 

manifestacion de la actividad de varios osciladores, en donde cada uno 

ptesenta su propio periodo dptimo de sincronizacién. 
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Fig. 9.- Ejemplo de desicronizacién interna de diferentes titmos circadianos en humanos 
bajo condiciones en las que son aislados de sefiales temporales ambientales. En esta grafica se 
muestran el ciclo actividad-reposo (lineas horizontales continuas y punteadas 

respectivamente), la maxima temperatura corporal (circulos), la maxima secrecion urinaria de 

calcio (linea vertical continua) y de potasio (linea vertical continua). 

Hofmann (1971) fue el primero en advertir la particion de la fraccion de 

actividad en dos componentes, fendmeno inducido por reducciones en la 

intensidad de la luz en sus estudios realizados en Txpaia. Posteriormente, este 

mismo fenédmeno fue descrito en hamsters, los cuales fueron sometidos a 

condiciones de luz brillante constante por intervalos de tiempo prolongados (Fig. 

10). Este fendmeno, por sus caracteristicas, se le conoce como particién del ritmo 

o splitting (Pittendrigh, 1973). En la particién del ritmo, inictalmente se observa 

que cada uno de los componentes de la fraccién & presenta un periodo diferente, 

ademas estos componentes no establecen relaciones de fase constante. Este 
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fendmeno ha sido interpretado como un desacoplamiento de diferentes osciladores 

involucrados cn la regulaci6n de un mismo parametro (Pittendrigh y Daan, 1976b). 

Se considera que el acoplamiento es el proceso a través del cual se 

mantiene el funcionamiento coordinado de los distintos osciladores circadianos del 

organismo, los cuales poseen diferentes periodos de oscilacién espontanea. ste 

proceso va a ser posible por medio del ajuste del periodo y la fase entre los 

distintos osciladores. Existen dos tipos de acoplamiento: jerdrquico 0 mutuo 

(Pittendrigh, 1981b). 

H] acoplamiento jerarquico cs unilateral, donde un oscilador dirige a otro 

sin existir retroalimentacién entre estos. bin la Drosophila el ritmo de eclosion se ha 

interpretado que involucra este tipo de acoplamiento jerarquico de un par de 

osciladores. En donde el oscilador A esta acoplado unilateralmente a un segundo 

oscilador B (Pittendrigh y Bruce, 1959). La relaci6n de fase (Ws,,) entre los 

osciladores, depende del cociente de sus periodos en oscilacién espontanea (T, /T,) 

y la fuerza con la que estan interactuando entre si. Se ha considerado que el 

acoplamiento jerarquico es un mecanismo televante que permite mantener el orden 

temporal interno, que incrementa las posibilidades de que funciones individuales 

que poseen diferentes fases logren adquirir un ajuste adaptativo; también 

asegutando el orden temporal de osciladores de jerarquias inferiores (Pittendngh, 

1973). 

Mientras que en ¢l acoplamiento mutuo \os relojes biologicos mantienen 

una interacci6n bidireccional entre los relojes. I.o cual implica que estos comparten 

el mismo periodo, el cual es intermedio de sus propios pertiodos. Este tipo de 

acoplamiento va a asegurar que exista una mayor estabilidad cn la frecuencia del 

sistema, en comparacidn con la que pueda ser mantenida por cualquiera de sus 

componentes individualmente (Pittendrigh, 1973). Se ha encontrado que dos 
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osciladores citcadianos independientes distribuidos bilateralmente en el sistema 

nervioso central son capaces de establecer de forma inmediata este tipo de 

acoplamiento mutuo(Nishiitsutsuji-Uwo y Pittendrigh, 1968). 

Un ejemplo de este tipo de acoplamiento es lo observado en estudios de 

cucarachas, organismos que poseen dos marcapaso diferentes, cada uno localizado 

en cada Idbulo 6ptico. Se ha observado que cuando se hace variar de forma 

independiente una de las entidades oscilatorias, produce una rapida perdida de la 

periodicidad en el sistema (Nishiitsutsuji-Uwo y Pittendrigh, 1968). 

Tomando en consideraci6n las observaciones realizadas por Hoffman 

(1971) y el patrén bimodal que exhiben un gran numero de organismos a nivel 

conductual, se sugiere que el matcapaso circadiano de hamsters que dirige el ritmo 

de actividad esta constituido por dos osciladores distintos (Pittendrigh, 1973). Este 

patron bimodal se refiere al evidente incremento de acumulacién de actividad 

durante la noche temprana (N) y la que se observa antes del amanecer (M), cuya 

intensidad es menor a la primera. Cada uno de estos componentes (M y N) son 

generados por un oscilador independiente (Fig. 10). En donde el periodo total de 

actividad esta dirigido por la relacion de fase entre M y N, ademas cuando Ty y Ty 

se encuentran lo suficientemente cerca estos pueden acoplarse mutuamente y 

compartir la misma frecuencia. Si el pertiodo del sistema acoplado (7,) cambia 

ligeramente, la relacton de fase de los osciladores acoplados también va a cambiar, 

ya que T, es una function de t/t. 

Un factor que puede afectar este tipo de acoplamiento es la intensidad de la 

luz, en donde intensidades altas producen fallos en el acoplamiento y uno de los 

osciladores (N en el caso del Hamster) transitoriamente comienza a oscilar 

espontaneamente con una frecuencia alta, hasta que nuevamente puede lograr 

acoplarse con M con 180° de diferencia (Fig. 10), a este estado se le conoce como 

metaestable (Pittendrigh, 1973). 
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Fig.10.- Modelo de splitting de osciladores circadianos en hamsters, elaborado por 

Pittendrigh (1973). 

Con base a los tipos de acoplamiento anteriormente mencionados cabe 

hacer varias distinciones entre los modelos propuestos para el caso de la Drosophila 

y el Admster. [1] En el caso de la mosca se trata de un acoplamiento jerarquico en 

donde el marcapaso A dirige a B, mientras que en hamsters el acoplamiento de M y 

N es mutuo, es decir, existe una interaccién bidireccional entre ambos osciladores. 

[2] Bn el primer caso por tratarse de un acoplamiento jerarquico A impone su Ta 

B, mientras que para el segundo caso, ambos osciladores pueden compartir el 

mismo periodo que resulta de la interaccién de los periodos de cada oscilador. 

Uno de los efectos mas claros que evidencian la pérdida de la relacion de fase 

normal entre los componentes del sistema multioscilatorio, son las alteraciones 

observadas en la expresién de ritmos durante el desarrollo y la longevidad de los 

19



organismos, la cual se atribuye principalmente a la pérdida del orden temporal 

interno del organismo. En estos se ptopone que los osciladores difieren en sus 

frecuencias en oscilacién espontanea y que sufren notorios cambios en la fuerza 

con la que se encuentran jerarquica y/o mutuamente acoplados lo cual afecta la 

telacién de fase entre los diferentes relojes bioldgicos. Por lo que en el 

envejecimiento, el sistema esta ditigido por osciladores cuyas frecuencias son 

diferentes (Pittendrigh, 1960). 

Neuroanatomia Functional del Sistema Circadico 

[A] El Marcapaso Sincronigable a la Luz de Mamiferos 

A principios de los setentas se comprobd que el néicleo supraquiasmdtico 

del hipotélamo (NSQ) es el principal oscilador citcadiano de mamiferos. Esto fue 

corroborado mediante diferentes aproximaciones experimentales, entre estas, /1] 

lesiones bilaterales de NSQ abolen la ocurrencia ritmica de diferentes paramettos, 

tales como el ritmo de ingesta de agua (Stephan y Zucker, 1972), la actividad 

locomotora (Stephan y Zucker, 1972), la secreci6n de corticoesteroides (Moore y 

Eichler, 1972) y el ciclo suefio-vigilia (Ibuka y Kawamura, 1975); /27 Asi mismo se 

ha descrito que la eliminacién de NSQ en nconatos de rata abaten de por vida los 

titmos de actividad locomotora e ingesta de agua (Mosco y Moore, 1978). /37 Por 

otra parte la estimulacidn eléctrica del NSQ, altera la fase de los titmos circadianos 

causando retrasos o avances dependiendo de la hora de estimulaci6n (Rusak y 

Gross, 1982). {47 En estudios realizados in vivo e in vitro tanto de la actividad 

eléctrica, como de la actividad metabdlica de las células del NSQ, se ha observado 

que estas exhiben ritmicidad circadiana atin en ausencia de informacion ritmica del 

medio ambiente (Shibata et al. 1982; Schwartz y Gainer, 1977). [57 Asi mismo se ha 
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inducido la recuperacidn funcional de diversos parametros ritmicos mediante 

transplantes de NSQ fetal a animales arritmicos por eliminacién previa de NSQ 

(Druker-Colin y et. al. 1984; Aguilar-Roblero et. al. 1986, 1992; 1994). 

[B] Osctladores Circadianos Multiples 

Existen un gran ndmeto de evidencias experimentales que confirman que 

los organismos multicelulares poseen multiples osciladores circadianos, los cuales 

se encuentran interconectados entre si, de tal forma que estos conforman un 

sistema citcadiano jerarquico que regula diversos efectores discretos y ritmicos. En 

mamiferos el NSQ contiene osciladores circ4dicos autosostenidos (Welsh et al. 

1995; Zhang y Aguilar-Roblero, 1995) que actuan como marcapaso en la cuspide de 

la jerarquia. 

Una de estas evidencias experimentales es la persistencia de diferentes 

pardmetros ritmicos ain cuando se lesiona el principal marcapaso circadiano de 

mamiferos (NSQ) tales como: el ritmo de cortisol en monos rhesus (Reppert et. al. 

1981); el ritmo de temperatura corporal en monos arafia por lesion de NSQ 

mientras que el de ingesta de alimento se abate (Fuller et. al. 1981; Albers et. al. 

1984); en ratas persisten los ritmos de temperatura corporal (Satinoff y Prosser, 

1988) y la actividad anticipatoria al alimento (Krieger et. al. 1974; Stephan, 1992) 

entte otros. Estos estudios evidencian que diferentes ritmos citcadianos dependen 

de distintos osciladores circadianos (Rosenwasser y Adler, 1985). 

Recientemente ha sido demostrado que un numero sorprendente de tejidos 

periféricos exhiben oscilaciones circadianas. Yamazala et al. (2000) cstudiaron ta 

organizacién del sistema citcadiano de mamiferos en una cepa de ratas transgénicas, 

en estas la luciferasa era titmicamente expresada ya que se encontraba bajo el 

control del promotor del gen rcloj mPerl, cn este estudio midieron la emision de 

luz de rebanadas de NSQ, asi como de tejidos periféricos tales como el higado, 

pulmones y musculo esquelético. En esta cepa de ratas transgénicas encontraron 

21



que la emisi6n de luz del NSQ # vitro mostraba oscilaciones titmicas robustas, que 

persistian por mas de 32 ciclos. Mientras que el higado, el pulmén y el musculo 

esquelético /n z#fro, también exhibian ritmicidad, pero este se atenuaba después de 2 

a 7 ciclos. En este mismo estudio, también estudiaron las respuestas de fase 

adelantando o retrasando el ciclo ambiental, con lo que encontraron que el ritmo 

circadico de emisién de luz del NSQ cambiaba mas rapidamente que el ritmo de 

actividad locomotora y que los ritmos expresados en los tejidos periféticos. Este 

estudio sugtere que el NSQ cumple la funcién de un marcapaso circadiano 

autosostenido, que existen osciladores citcadianos periféricos y que en ausencia del 

NSQ la nitmicidad expresada por estos se ve atenuada. Ademis, es claro en este 

estudio que el NSQ impone la fase a los osciladores circddicos periféricos para de 

esta forma mantener un control de fase adaptativo. 

Por otra parte, se sabe que el NSQ se encuentra mds de un oscilador, 

estudios de rebanadas de NSQ muestran que el patron temporal de la actividad 

clectrica de cada NSQ es asimétrica (Zhang y Aguilat-Roblero, 1995), lo que 

sugiere que cada nucleo funciona como oscilador independiente. Welsh et al. (1995) 

demostraron en cultivos disociados que cada neurona del NSQ exhibe ritmicidad 

circadiana con periodo y fase propios. Por otra parte, mediante el estudio de 

cultivos organotipicos del NSQ se han descrito variaciones circadianas 

independientes en el contenido del péptido rasoactivo intestinal y la vasopresina en el 

medio de cultivo (Shinohara et al. 1995). 

[C] Organizacién del NSQ 

Situado en cl hipotalamo anteroventral sc distinguen un par de grupos 

celulares, los cuales se sitian dorsalmente a la parte caudal del quiasma 6ptico y 

rostral a las comisuras supradpticas. Estos nicleos estan compuestos de 

aproximadamente 10,000 células de pequefias dimensiones a cada lado de la linea 
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media del borde basal del III ventriculo (Van den Pol, 1980). Existen marcadas 

diferencias interespecificas en cuanto a la forma y la geometria precisa del NSQ, en 

el caso de la rata el NSQ tiene un aspecto alargado con 950 um en direccion rostro- 

caudal, 425 uum en direccién centro-lateral y 400 ym en direccién ventro-dorsal 

(Albers ct. al. 1991). Las células de pequefias dimensiones que comprenden el 

NSQ, en Ia rata su diametro medio es de 7.8 um y de las células laterales es de 9.6 

pum (Guldner, 1976; Van den Pol, 1980). 

El NSQ esta constituido primordialmente por cinco tipos de neuronas: a) 

bipolares simples con dos dendritas, b) monopolates, ¢) bipolares-rizadas con dos 

dendritas complejas, d) multipolares radiales con tres o cinco dendritas primarias y 

é) neuronas espinosas de soma redondo y dendritas vartadas (Van den Pol, 1980). 

Asi mismo, el NSQ también esta compuesto de células gliales tipo astroglia, 

cuyo cuerpo cclular tiene las mismas dimensiones que las neuronas y presentan de 

cinco a quince procesos, en los que en algunos casos presentan uniones tipo 

comunicantes con vasos sanguineos (Moore, 1983). 

Con base en caracteristicas inmunohistoquimicas y estructurales, el NSQ se 

divide en dos regiones principales (Van den Pol, 1980; Card, 1981): pequefias 

neuronas bipolares densamente empaquetadas confotman la regién dorsomedial, 

con escasas ramificaciones dendriticas y en su mayoria las neuronas que contienen 

vasopresina (VP). Mientras que neuronas multipolares de mayor tamafio se 

encuentran en la regi6n ventrolateral, poblacion neuronal se distingue por contener 

en su mayoria el polipéptido vasoactivo intestinal (VIP). Se sabe que ambas 

subdivisiones contienen otros neurotransmisores co-localizados, tales como el 

dcido gamma amino butirico (Aguilat-Roblero et al. 1993c), meurofisina, 

bombesina, péptido liberador de la gastrina (Van den Pol, 1980; Van den Pol y 

Tsujimoto, 1985; Miller et. al. 1996) y somatostantina (Moore 1983). 
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[D] Vias Aferentes 

Desde el punto de vista anatémico y funcional la aferencia mejor 

catacterizada hacia el NSQ es la que proviene de la retina. De hecho la 

demostracion del tracto que se origina en la retina Ilevé a la identificacién del NSQ 

como marcapaso circadiano, y en la actualidad se sabe que dicho tracto es esencial 

para que se lleve a cabo la sincronizacidn a la luz de la actividad circadiana de las 

neuronas del NSQ (Moore, 1996). 

La informacion sobre los cambios de iluminacién ambiental se sabe que 

llega al NSQ por medio de dos principales vias: 

@ Por medio de una via directa (Fig. 11) que se origina en un subgrupo 

de células ganglionares de la retina -CGR- (Leak y Moore, 1994). Estas 

CGR proyectan sus axones a través del nervio 6ptico al quiasma dptico 

hasta alcanzar la regién ventrolateral del NSQ_ y en menor grado a la 

porcién dorsomedial de este mismo niicleo (Moore et. al. 1971; 

Henrickson ct. al 1988; Moore y Leen, 1972). Esta via que se origina en 

la retina se le conoce como tracto retino-hipotalamico (TRH). En este 

tracto se ha descrito que participan diferentes transmisores, entre estos 

se encuentra el glutamato (glu) y la sustancia P (Ganon y Rea, 1993). 

® Se sabe que las proyecciones de ‘I'RH son suficientes para mantener la 

sincronizacion, lesiones de este tracto impiden que el reloj circadiano 

ajuste su fase a ciclos de iluminacién impuestos, lo que también indica 

que este tracto es indispensable para preservar el proceso de 

sincronizacién (Johnson et. al. 1988). Por otra patte se ha determinado 

que estas proyecciones que provicnen de la retina son totalmente 

independientes a las vias clasicas que participan en la percepci6n visual. 

@ Se han identificado colaterales del TRH (Fig. 11) que se proyectan de 

forma bilateral a la Hojuela Intergeniculada (IGL), la cual forma parte 
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del complejo geniculado lateral del talamo (Hickey y Spear, 1976). A 

partir de la IGL se origina una segunda via indirecta hacia el NSQ 

denominada el Tracto Geniculo Hipotalamico (TGH),  cuyas 

proyecciones se encuentran sobrepuestas con las que provienen del ‘(RH 

en el NSQ ventrolateral. Los transmisores que participan en el TGH son 

cl neuropéptida Y (NPY) (Moore et. al. 1984) y el GABA (Moore y 

Speh, 1993; Moore y Card, 1994; Agular-Roblero et a. 1993c). 

‘También se ha descrito la presencia de aferencias serotoninérgicas (Fig. 11) 

provenientes del rafe medial inervan cl NSQ (Meyer-Bernstein ct. al. 1996), las 

cuales son coextensivas con las aferencias visuales, de hecho se sabe que estas 

hacen sinapsis sobre neuronas vipergicas (Bosler y Beaudet, 1985). Lividencias 

experimentales sugieren que la serotonina actua en el NSQ modulando la actividad 

de las aferencias de Ja retina (Morin, 1994). 

| Dorsal | 

Ojo : [Dorsomedial | ra 

Aon ey rity e aa ee entral\ 

4. 
t AS Tracto y Nervio Optico 

Fig. 11.- Las Principales vias aferentes al Nucleo Supraquiasmatico del Hipotalamo (NSQ) 
provienen de la retina, septum lateral (GL), hipotdlamo (H), nucleo paraventricular talamico 

@VT), ntucleos del rafe (NR) y del nucleo geniculado (NG) especificamente de la hojuela 

intergeniculada (IGI), para mayor detalles ver texto. 
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Asi mismo se han identificado proyecciones hipotalamicas (Fig. 11) que 

incluyen el drea preéptica (Swanson, 1976), nticleo arcuato, nucleos ventromedial y 

dorsomedial (Meibach y Siegel, 1977; Zaborsky y Matcara, 1979), nucleo propio de 

Ja estria terminalis, nucleo hipotalamico lateral y caudal (Card, 1999). 

También existen proyecciones extra-hipotalamicas tales como: el nticleo septal 

lateral, pretectum, zona incerta, subiculum ventral, corteza infralimbica (Moote, 

1996a; Card, 1999), asi como del miicleo paraventricular talamico (Moga et. al. 

1995) el cual presenta en su regién rostral una densa concentracidn de sitios de 

unién a melatonina, por lo que se sugiere que este también participa en la 

sincronizacion de los ritmos circadianos (Weaver et. al. 1989). 

[E] Vias Eferentes 

De los estudios realizados sobre las eferencias del NSQ surgen tres puntos 

importantes: z¢) el NSQ proyecta a un grupo restringido de estructuras, 

principalmente al hipotalamo que lo rodea; 24) las areas particulares que reciben una 

densa inervaci6n pueden servir como relevos para la distribucién de la informacion 

temporal que se origina en el NSQ; az) con excepci6n de las conexiones 

comisurales, las eferencias de cada nucleo son predominantemente ipsilaterales 

(Card, 1999). 

De acuerdo con Watts et. al. (1991) las eferencias del NSQ pueden set 

divididas en seis grupos generales (Fig.12): 

@ Area predptica, \a relevancia de estas proyecciones radica en el hecho 

de que esta area hipotalamica contiene grupos celulares involucrados en 

la regulacisn del suefio, teproduccién, homeostasis de fluidos y 

termorregulacion (Watts et. al. 1991; Card, 1999). 

@ Zona Subparaventricular se estiman que estas eferencias constituyen 

las tres cuartas partes de todas las eferencias del NSQ (Watts et. al. 
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1991). Se sabe que el NSQ influye en la liberaci6n de melatonina de la 

pineal y evidencias sefialan que en esta via multisinaptica involucra el 

nucleo paraventricular hipotalamico (Moore, 1996b). De la misma forma 

se plantea que la zona subparaventricular tiene un importante papel en 

el control de los ritmos circadianos (Card, 1999). 

@ Niucleo Dorsomedial del Hipotdlamo que a su vez da origen a una 

densa y compleja inervacién intrahtpotalamica, asi como proyecciones al 

tallo cerebral y telencéfalo (Takeuchi et. al. 1992) por lo que se considera 

que por medio de esta el NSQ tiene influencia sobre una gran variedad 

de sistemas. Se sugiete que esta media los efectos del NSQ sobre el ritmo 

de corticosteroides plasmaticos (Card, 1999), asi como la liberacién 

ritmica de otras hormonas con un patr6n circadiano (Buijs, 1996). 

®@ Conexiones comisurales entre los dos NSQ, en la actualidad se posee 

poca informacion al respecto por lo que la organizaciédn de las 

proyecciones requicren ser establecidas con claridad (Buijs et. al. 1994; 

Picard y Silverman 1981). Estas conexiones sugieren una forma manera 

en que la actividad de los dos nucleos supraquiasmaticos sea integrada 

pata que pueda llevarse a cabo el control de la funcion circadiana (Card, 

1999). 

Ast mismo, se han descrito proyecciones prominentes hacia el nucleo 

paraventricular talamico, el nucleo geniculado lateral y hojuela intergeniculada 

(Cazd y Moore, 1989, Moore y Card, 1994), se sugiere que dichas proyecciones 

participan en la modulacion de la actividad motora (Berendse et. al. 1988; Jonhson 

et. al. 1988). 
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Fig. 12... El Nucleo Supraquiasmatico (NSQ) posee eferencias a diferentes mucleos 

hipoatlamicos, tales como el micleo paraventricular (NPV), el nicleo dorsomedial (DMA) y el 

hipotélamo medial, la zona subparaventricular (SPZ), el area predptica. También posee 

eferencias extrahipotalamicas como el septum lateral, el micleo paraventricular talamico (PVT) y 

el nticleo geniculado, para mayor detalles ver texto. 

La Glandula Pineal como Integrador de Fase 

‘A diferencia de aves y reptiles, la glandula pineal de mamiferos no participa 

en la generacién de la ritmicidad circadiana (Finkelstein et al. 1978; Kincl et al. 

1970; Gwinner et al. 1987; ‘l'akahashi y Menaker, 1979; Underwood y Goldman, 

1987). Fvidencias experimentales sugieren que en mamiferos la pineal esta 

involuctada en las respuestas al fotoperiodo (Goldman, 1983; Goldman y Darrow, 

1983; Underwood y Goldman, 1987), asi como en el acoplamiento temporal 

materno-fetal durante el embarazo (Davis y Mannion, 1988; Reppert y Weaver, 

1989; Stetson et al. 1986). 

Al parecer cstas funciones estan mediadas por medio de un tracto 

multisinaptico en la que participa la retina, el NSQ y que termina en la glandula 

pineal a través de fibras noradrenérgicas provenientes del ganglio cervical superior 

(Moore, 1978). Las sefiales temporales de la pineal son transmitidas humoralmente 

28



a estructuras blanco especificas mediante la secreci6n de melatonina (Mel) y 

posiblemente otros neuropéptidos (Reiter, 1980a; 1980b). 

Se ha descrito que cl NSQ de mamiferos posce receptores a Me/ (Reppert et 

al. 1988; Vanecek ct al. 1987; Weaver et al. 1989). Ademas se sabe que 

administracion diatia de Me/ produce un decremento en la actividad metabélica del 

NSQ durante la noche subjetiva (Cassone et al. 1988) e induce cambios de fase en 

la actividad eléctrica del NSQ én r7tro (McArthur et al. 1991). 

Mediante la administracién diaria de Me/es posible sincronizar de diferentes 

titmos conductuales en animales intactos en oscilacién espontanea (Cassone et al. 

1986a, Redman et al. 1982), asf como también cn hamsters previamente Iesionados 

y con transplantes de NSQ fetal (Romero y Silver, 1889). Por otra parte los efectos 

sincronizadores de la Me/ son abolidos mediante lesiones del NSQ (Cassone et al. 

1986b). 

Se sabe que la exposicién a luz brillante inhibe la funci6n de la pineal en 

diferentes especies, esto se manifiesta con una marcada reduccién en la sintesis y 

secrecion de la Me/ (Illnerova et al. 1983; Klein y Weller, 1972; Zats, 1979) e 

inhibicién de la actividad eléctrica de la pineal (Reus, 1987). También se ha 

estudiado el efecto de la luz brillante constante en la expresi6n de los ritmos 

circadianos a nivel conductual en roedores nocturnos, y se sabe que esta produce la 

particion del ritmo (1 loffman, 1971; Morin, 1988; Puchalski y Lynch, 1991), por lo 

que se ha sugerido que la inhibicién de la glandula pineal por luz briliante puede 

estat de alguna forma involucrada en cl fendmeno de particion del ritmo (Aguilar- 

Roblero y Vega-Gonzalez, 1993). 

En nuestro laboratorio se ha examinado la participacién de la pineal en el 

fendmeno de particién del ritmo o splitting (Aguilar-Roblero y Vega-Gonzalez, 

1993), pregunta que se abordo estudiando cl efecto de la ptnealectomia en el curso 

temporal de la aparicidn del fendmeno de particién del ritmo de rueda de actividad 
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en hamsters. En estos estudios se encontré que la pinealectomia facilita la aparicién 

del fendmeno de particién, acortando la latencia de inicio de los transitorios de la 

particion y alargando la duracidén de los transitorios antes del establecimiento del 

estado meta-estable durante la particién del ritmo. 

C. S. Pittendrigh (1974) sugiere que la partici6n del ritmo ocurre cuando 

disminuye la interaccidn (o fuerza de acoplamiento) entre los diferentes osciladores, 

siendo que la fuerza de acoplamiento es en funcidn de la relacién de fase entre los 

distintos osciladores. Con base en las observaciones tealizadas en hamsters 

pinealectomizados, se sugiere que la pinealectomia decrementa la fuerza de 

acoplamiento entre osciladores, esto puede deberse a (1) un incremento en la 

sensibilidad del sistema a la luz , o bien (2) a que fue eliminada la sefial de 

comunicactén interna de los diferentes osciladores endégenos. Por tal motivo, se 

sugiere que la pineal puede participar dentro del sistema circadiano como un 

integrador de fase de los diferentes osciladores circadianos que conforman el 

sistema (Aguilat-Roblero y Vega-Gonzilez, 1993). 

Mecanismos Celulares del Marcapaso 
Sincronizable a la Luz 

En la actualidad no se conocen con precisién los mecanismos que 

participan en la sincronizacién del marcapaso a los ciclos L:O en mamifetos. Sin 

embargo, mediante el empleo del modelo de sincronizacié6n no paramétrica por 

pulsos de luz han sido dilucidados parte de los mecanismos de sefializacién 

intracelulares que ocurren dentro del NSQ de roedores. 

Mediante esta estrategia, han sido identificadas dos vias de sefializacién 

intracelular las cuales se encuentran reguladas en el tiempo y que determinan la 

direccionalidad a los cambios de fase. En otras palabras, la activacién de las vias 
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esta restringida a ciertas fases del ciclo, en especifico en aquellas en donde este 

marcapaso es susceptible a cambiar su fase por pulsos de luz y de acuerdo a que via 

sea activada el marcapaso expresa avances o retrasos de fase (Gillette, 1996, Gillette 

y Tischkau, 1999). Un factor comun entre ambas vias de sefializacion, es el primer 

evento de la cascada en la que el gév es liberado por las terminales del TRH (lig. 

13). De hecho ha sido constatado que el NSQ posce varias formas de receptores 

ionotropicos a gir (I lastings ct. al. 1996). 

La primera via de sehalizacién (Hig. 13) es activada por la administracion 

de pulsos de luz durante cl inicio de la noche subjetiva, como resultado de la 

activacion de esta via el marcapaso circadiano exhibe retrasos de fase. Hl 

procesamiento de la informacién fética se inicia con la activacion de los teceptores 

tipo NMDA del NSQ, provocando un incremento en el flujo de entrada de calcio 

(Ca**) (Bading et. al. 1993), lo que a su vez tiene como consecuencia de la 

liberacién de calcio intracelular (Ca**)) mediante ¢l mecanismo conocido como 

liberacién de calcio inducida por Ca**. El aumento de Ca", produce la activacion 

de los genes de expresi6n temprana. 

Se ha corroborado la participacién del Ca’*, en la generacidn de los retrasos 

en estudios ‘x sifro, en donde Ja aplicacién de Tapsigarina (farmaco que actua 

depletando el Ca** de los reservotios por bloqueo de la ATPasa requerida para 

repletar el reticulo sarcoplismico) lo cual bloquea completamente los retrasos de 

fase en la actividad eléctrica del NSQ inducidos por g/ y tiene pocos efectos en los 

avances de fase (Ding et al. 1998). De forma mas especifica se ha encontrado que el 

receptor de Réanodina (RyR) esta presente en el NSQ (Diaz-Mufioz et al. 1999) y 

ademas se sabe que participa en esta via, ya que en expetimentos /” /7iro en los que 

se administran antagonistas de este receptor, como cs el caso del Dansrokeno se ha 

encontrado que bloquean los cambios de fase inducidos por g/z (Ling et al. 1998), 
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por lo que se sugiere que la activacién de RyR contribuye a dar la direccién en el 

cambio de fase expresado por el marcapaso (Ding et. al. 1998). 

Queda aun por dilucidar los demas elementos que patticipan en esta via, 

que llevan a la expresion de los genes de expresi6n temprana (GER), a los genes de 

expresion tardia (GET) o a los genes reloj (GR), los cuales también se sabe que son 

tegulados en el tiempo y cuya expresién se encuentra telacionada a los mecanismos 

de ajuste de fase del marcapaso circadiano. 

La segunda via de sehalizacién (Fig. 13) esta involuctada en la generacién 

de avances de fase del marcapaso circadiano y es activada por la administracién de 

pulsos de luz exclusivamente durante la noche subjetiva tardia. Esta via también 

involucra la activacién de los receptores NMDA por gé, que produce a su vez el 

influjo de Ca**, el cual se une a la Calmodulina (CaM) y activan la Oxido Nitrico 

Stntetasa (ONS), lo que va a producir el movimiento intercelular de Oxido Nitrico 

(ON), sefial gaseosa paracrina que se difunde libremente fuera de la célula que lo 

sintetiza, a células circundantes (Brendt y Snyder, 1992). 

Una vez activada la ONS e incrementados los niveles de ON, se ha 

propuesto que también se activa a la Guanitidtl ciclasa (GC) pot lo que los niveles 

de cGMP aumentan, dicho aumento induce la activacién de la Proteina Quinasa 

dependiente de eGMP (PKG). En experimentos in vitro los cambios de fase 

inducidos por pulsos de luz o por giz son bloqueados por la administracién de 

inhibidores de la PKG (tal como el KT'5823). Estos efectos no son observados 

cuando los inhibidores son administrados durante la noche subjetiva temprana, es 

decir, cuando se inducen retrasos de fase (Ding et. al. 1998). 

Ein esta via también queda ain por dilucidar los demas elementos que 

participan, ya que se sabe que la expresién de los GER, los GET y los GR se 

encuentran intimamente relacionados a los mecanismos de ajuste de fase del 

marcapaso circadiano. 
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Fig. 13.- Resumen de las principales vias de sefializaci6n que tienen lugar durante la noche 

subjetiva, para mayor detalle ver texto. 
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Aparentemente, estas dos vias de sefializacion convetgen en otro punto 

comin (Fig, 13), en cl que el Elemento de Respuesta de la Proteina de Union 

Ca** /cAMP (CREB) es fosforilado en la setina’ (Hunter, 1995). Ademas, se sabe 

que la activacién de los receptores NMDA, el subsecuente flujo de entrada de Ca’* 

y la activacion de la CaM, puede activar a la Proteina Quinasa dependiente de 

Calmodulina Tipo I (CaMKII ), la cual fosforila y activa al CREB (Ginty et 

al.1993). 

Se ha encontrado que pulsos de luz, git y NO inducen la fosforilacion de 

CREB y la formacién de la serina’” fosfo-CREB (P-CREB) unicamente cuando se 

aplican durante la noche subjetiva, a pesar que los niveles de CREB no varian a lo 

largo del ciclo circadiano (Ginty et. al. 1993; Ding et. al. 1995). De hecho la 

aplicacion de KN-62, inhibidor de la CAMKII, bloquea los cambios de fase 

inducidos por pulsos de luz a nivel conductual (Golombek y Ralph, 1994). Por lo 

que también se ha sugerido que la compuerta que proporciona la direccionalidad de 

los cambios de fase es previo a la activacién de CREB. 

A nivel molecular han sido identificados 6 genes de respuesta rapida que 

son inducidos por pulsos breves de luz, los cuales son: c-fos, fos-B, jun-B, Zif 268 

(o NGFI-A), nur-77 (NGFL-B) y egr-3. La induccion de estos genes por pulsos de 

luz depende de la fase en la que es aplicado el estimulo, ademas su expresion se 

presenta de forma especifica en la region ventrolateral del NSQ. 

De los genes de expresién temprana cl que ha sido ampliamente estudiado 

es cfs. Se sabe que la aplicacién de pulsos de luz induce incrementos en la 

expresion de c-fos en el NSQ. Ademis, dicha induccién de la expresin muestra una 

esttecha relacién con la fase en la que se aplica el estimulo f6tico y se correlaciona 

con las caracteristicas dinamicas de la CRF (Rusak et al. 1990; Kornhauser et al. 

1992; Caldelas et al. 1998). Se han realizado estudios en Jos que simultaneamente a 

la aplicacién de estimulos foticos son administrados bloqueadores no competitivos 
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de los receptores tipo NMDAl (MK801), en estos experimentos se ha encontrado 

que el bloguco de estos receptores producen marcados decrementos en el numero 

de células inmunoreactivas a e-Fes en el NSQ (Rea et al. 1993) y ademas también 

son inhibidos los cambios de fase conductuales (Colwell et al. 1990). Con base en 

un gran numero de evidencias (para mayor detalle ver Hastings et. al 1996; 

Kornhauser ct. al. 1996) se sugiere que la induccién de estos genes de expresidn 

temprana son un paso intermedio en la via de sefializaci6n que media la 

sincronizaci6n del marcapaso a los ciclos 1:O (Ebling et. al. 1991, Mortis et. al. 

1998). 

Asi mismo, se han identificado en mamiferos (ratones) un grupo de genes 

homélogos al gen per de la Drosophila, a los cuales se les conoce como mper!, 

mper2 y mper3. Fistos genes muestran una clara ritmicidad circadiana (Albrecht et 

al. 1997; Shacrman et al. 1997; Sun et al. 1997, Tei ct al. 1997) exhibiendo sus 

maximos niveles de mRNA durante el dia subjetivo entre CT 06 y CT 09, y durante 

la noche subjetiva muestran sus niveles mas bajos entre CT 15 y CT 21. La 

aplicaci6n de pulsos de luz de 15 minutos de duracién inducen un rapido y 

transitorio incremento en los niveles de mRNA de mperl (Shigeyoshi et. al. 1997, 

Zylka et al. 1998), tanto en la zona de retrasos como de avances de fase (CT 14 y 

C123 respectivamente). Mientras que mper2 cs predominantemente tnducido 

durante las primeras horas de la noche subjetiva, es decir en la zona de retrasos de 

fase (Zylka et al. 1998), por lo que se ha sugerido que mPerl y mPer2 ademas de 

participar en los mecanismos de teloj, también se encuentran involucrados en los 

mecanismos de sincronizacion fotica del marcapaso circadiano de mamiferos. En el 

caso de mper3 se ha encontrado que este no responde a la luz (Shigeyoshi et. al. 

1997, Zylka et al. 1998), por lo que se ha sugetido que #per3 al parecer contribuye a 

las funciones del marcapaso del NSQ (fakumit et. al. 1998). 
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Transplantes de Tejido Fetal 

Durante el siglo XX el uso de transplantes intracerebrales prospero como 

un poderoso método para el estudio del desarrollo y plasticidad del sistema 

nervioso central (Le Gros Clark, 1942; Ranson, 1909; Sugar y Gerard 1940; Tello 

1911). En la actualidad el uso de esta aproximacién experimental ha ptoliferado, 

enfocado al entendimiento de las interacciones anatomicas y funcionales entre 

sistemas neurales y la reparacidn o reconstrucci6n de regiones del sistema nervioso 

central (SNC) lesionadas (Bjétklund y Stenevi, 1979). 

Gran cantidad de estudios se avocaron a la identificacion de los paramettos 

que influyen en la supervivencia y funcionamiento del tejido cerebral transplantado, 

entre estos se encuentran: 

Edad del donador, el tejido nervioso transplantado muestra una Optima 

supervivencia si este proviene de tejido embrionario o bien si se deriva de tejido en 

algun estado activo de neurogénesis (Stenevi et al. 1976). El desarrollo del tejido 

neural es heterocrénico en todo el SNC, por lo que el momento 6ptimo para 

obtener el tejido a transplantar es especifico al sitio de interés. 

Edad del hospedero, Hallas et al. (1980) encontraron que la supervivencia 

neural en el transplante era similar en hospederos neonatos (ratas 10 dias) que en 

adultos (ratas de 180 dias). Solo en hospederos viejos la viabilidad del transplante 

muestra deficiencias, cuando el hospedeto es mayor al 80% del tiempo de vida 

(Crutcher, 1990). En forma predominante su crecimiento se ve comprometido, 

afectando el crecimiento de neuritas (Gage et al. 1981), asi como también una 

disminucién en el mimero del células dentro del transplante (Crutcher, 1990). 

La Vascularizaci6n del transplante, es otto de los factores que contribuyen 

a la supervivencia exitosa del tejido implantado. Se ha observado que cuando el 

tejido implantado se encuentra adyacente a la fisuta coroidea, este muestra una 

rapida y eficiente vascularizacibn (Dunn, 1917; Stenevi et al. 1976, Krom y 
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Rosenstein, 1988). Ademas se ha encontrado que hay una directa correlacion entre 

el tamafio del transplante y la vascularizaci6n dentro de este, en donde los 

transplantes mas grandes contienen mayor vasos sanguineos (l‘inger y Dunett 1989; 

Kromer et al. 1979), 

Factores inmunoldgicos, se considera al cerebro como un_ sitio 

“nmunoldgicamente privilegiado” 0 una area que es menos susceptible inducir 

respucstas del sistema inmune. Esto se basa en estudios realizados en la 

sobrevivencia del transplante dentro de cercbros hospederos inmunizados, en los 

que se observ6 que las respuestas inmunes en el SNC son menos vigorosas que en 

la periferia, esto no se refiere a una ausencia de respuesta inmune dentro del SNC, 

sino a un retraso en la respuesta del sistema inmune al tejido implantado en el 

cerebro, ya que estas son dependientes del origen del tejido donado (Medawar, 

1948). 

Se sabe que bajo condiciones adecuadas, los transplantes de tejido nervioso 

son capaces de sobrevivir por periodos largos, en comparacion de sitios periféricos. 

De hecho, el transplante parece integrarse en el parénquima del hospedero (Winder 

y Brundin, 1988). Lo cual no implica que la reaccién inmune no tenga lugar, ni 

tampoco que un tejido inmunoldégicamente incompatible tenga una supervivencia 

permanente. Este fendémeno en el que se evita el reconocimiento del transplante en 

forma total o parcial se le denomina restriccién inmunolégica (Barker y Billingham, 

1977). Se ha propuesto que este fendmeno puede ser facilitado por una deficiencia 

para detectar la presencia de antigenos ajenos al organismo y a la disminucién de 

macrofagos. Se sabe que la presencia de la barrera hemato-encefalica no es 

fundamental, debido a que la mayoria de las técnicas desarrolladas involucran la 

ruptura de la misma en el area citcundante al transplante. Sin embargo, estos 

transplantes sobreviven de forma adecuada (Rosenstein, 1987). Ademas se ha 

reportado que transplantes intracerebrales de tejido nervioso parecen no 
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sensibilizar al sistema inmune del huésped. No obstante, si un transplante de piel se 

realiza antes que el de tejido nervioso, el sistema es sensibilizado y el rechazo del 

tejido nervioso es inmediato; lo cual sugiere que a pesar de la capacidad del sistema 

inmune para provocar el rechazo del transplante, este sistema carece de la 

capacidad de identificar los antigenos presentes en el implante (Wikstrand y Bigner, 

1980). 

[A] Aspectos Funcionales de los Transplantes 

Tello (1911), asf como Ramén y Cajal (1928) fueron los pioneros en utilizar 

secciones de nervios periféricos como “puentes” pata promover la regeneracién 

axonal. En la actualidad esta estrategia experimental ha sido retomada, se ha 

aplicado con un gran ntimeto de estructuras cerebrales con la finalidad de 

establecer los beneficios del uso de esta estrategia en diferentes padecimientos, en 

la Tabla 1 se hace un breve resumen de algunos de estos. 

Con base a todo lo anteriormente mencionado, sabemos que los 

transplantes de tejido fetal poseen la capacidad para desarrollarsg en nuevos 

ambientes, ademas estos se integran en el tejido hospedero, que también poseen 

factores tréficos y funcionales que promueven la regeneracién funcional posterior a 

un dafio cerebral previo (Bjérklund, 1991). Por tales motivos se ha recurrido a esta 

estrategia con la finalidad de promover la recuperacién de funciones alteradas por 

lesiones o defictencias congénitas en el SNC. 

Se han propuesto dos mecanismos basicos a través de los cuales es postble 

la interaccién entre el transplante y el cerebro hospedero. El primero de ellos se 

basa en cl hecho de que en ciertas patologias la administraci6n periférica de 

farmacos andlogos a determinados neurotransmisores restauran  funciones 

relacionadas con regiones conocidas del SNC. 
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Por tal motivo se considera que los transplantes de tejido nervioso pueden 

proveer un sistema local liberador de neurotransmisores especificos, de tal forma 

que el transplante funcionaria como una “bomba de secrecién bioldgica”, con la 

prerrogativa de que de esta forma se evitaria el paso previo de la sustancia activa 

por la barrera hemato-encefalica y permitiendo dirigir de forma mas especifica las 

sustancias de interés a regiones cerebrales determinadas (Byérklund, 1991). 

E] segundo mecanismo propuesto, se basa en el grado de re-inervaci6n que 

presentan los transplantes. Debido a la posibilidad de interconexion se ha sugerido 

que los transplantes podrian participar en funciones integradas (Bjérklund et al. 

1987). 

Se ha observado que transplantes de tejido mesencefalico ventral y 

sustancia nigra en animales previamente lesionados, regeneran conexioncs 

interneurales complejas (Dunnet ct al. 1981), ademas el tejido transplantado forma 

axones y crece extensivamente en el atea cerebral previamente lesionada (Stenevi et 

al. 1976). Por otra parte, también se ha reportado que los transplantes de tejido 

nervioso desarrollan las caracteristicas morfolégicas y neuroquimicas similares a las 

normalmente encontradas en el tejido cerebral adulto (Koutouzis et al. 1994). 

[B] Los Transplantes de tejido fetal en la Cronobtologia 

Mediante diversas evidencias experimentales se ha corroborado que el NSQ 

fetal transplantado es un oscilador circadiano. Mediante métodos de 

inmunohistoquimica, autortadiografia, electrofisiologia y conductuales se ha 

demostrado que cl NSQ fetal transplantado exhibe una diferenciacit6n morfoldgica 

y funcional adecuada. Hin dichos estudios se ha encontrado que el NSQ 

transplantado se diferencta morfologicamente en las regiones que lo caracterizan en 

el adulto (grupo de células VIPérgicas adyacentes a otro grupo de neuronas 

Vasopresinérgicas), ademas dichas células muestran una clara ritmicidad circadiana 
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en su actividad metabdlica y eléctrica (Aguilar-Roblero 1986; Aguilar-Roblero ct al. 

1992 a; 1992b). 

Asi mismo se ha observado que fibras de NPY 0 5-H provenientes del 

hospedero inervan a los transplantes de NSQ, especificamente a las células 

ViPérgicas dentro del transplante (.chman ct al. 1991). Asi mismo, dichos 

transplantes son capaces de inducir la recuperacion de la funcion titmica en la 

conducta de ingesta de agua (Druker-Colin et al. 1984; Aguilar-Roblero et al. 1986), 

el ritmo de locomocién tanto en ratas, como en hamsters (Aguilar-Roblero ct al. 

1988, 1995). 

Estudios realizados con Admsters mutantes tau, los cuales se caracterizan 

por exhibir un periodo circadiano menor (aproximadamente de 20h) como 

donadores de NSQ para animales con un periodo circadiano normal, asi como el 

uso de xenotransplantes de especies cruzadas de roedores (Saito et al. 1991, Sollars 

y Kimble, 1993), se encontré que estos exhiben una recuperacién en la funcién y el 

periodo muestra inobjetablemente caracteristicas genotipicas, es decit, el periodo 

caracteristico del organismo del cual se obtuvo el tejido que se transplantd. 

También se han elaborado estudios en otras cepas de animales, tales como las ratas 

Brattleboro, cepa que sc caracteriza por la deficiencia congénita de Vasopresina 

como receptores de transplantes de NSQ obtenidos de ratas Long-Evans, cepa que 

posee los niveles normales de VP, en los que se encontrd que estos mostraban 

ritmicidad circadiana en los niveles de VP en el liquido cefalorraquideo, asi como 

inmunorreactividad a este neuropéptido, cuyas caracteristicas se asemejan a las 

exhibidas por células del NSQ (Hatnest et al. 1989). Se han realizado transplantes 

de células del NSQ previamente disociadas, con lo cual se ha demostrado que la 

otganizacion tipica del nucleo no es un requisito para la generacion y la expresion 

del ritmo circadiano de locomocién, en oscilacion espontanea (Silver et al. 1990). 
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Sin embargo prevalece atin la controversia de que si la localizacion del 

transplante, asi como las interacctones NSQ_ hospedero-transplante son 

determinantes para restaurar la ritmicidad citcadiana. Se ha reportado que la 

colocacion de transplantes hipotalamicos en el ventriculo lateral en hamsters 

previamente lesionados, tienen la capacidad de inducir la recuperacion de la funcién 

titmica (Aguilar-Roblero ct al. 1994; Lehman et al. 1987), por tal motivo se ha 

sugerido la participaci6n de un mecanismo humoral en dicha recuperacion. Por el 

contrario, en otra serie de experimentos elaborada por Harrington et al. (1987) no 

observan la recuperacién de la funcién rtitmica previamente abolida por lesion del 

NSQ. Posteriormente se corrobord que la localizacion del transplante no es 

relevante en la recuperacién de la funcidn ritmica, ya que en estudios donde a 

hamsters mutantes tau con lesiones bilaterales de NSQ recibieron transplantes 

encapsulados con un polimeto semipermeable que permitia la libre difusién de 

sefiales humorales, ademas estos expetimentos confirmaron que sefiales humorales 

son suficientes para restaurar la ritmicidad conductual (Silver et al. 1996). 

‘También ha sido empleada esta estrategia de transplantes de NSQ fetal con 

la finalidad de abordar otros procesos, tal como el de acoplamiento de osciladores 

circadianos. En estos estudios roedores intactos reciben transplantes de NSQ fetal 

en diferentes cavidades ventriculares y posterior a varios ciclos bajo condiciones de 

oscuridad continua es determinada la fase del NSQ hospedero y del NSQ 

transplantado utiltzando la actividad metabdlica (consumo de 2-Deoxy-glucosa) 

como marcador de fase. Se ha reportado que 14 dias después de transplantado el 

tejido en el tercer ventriculo, el NSQ transplantado y el hospedero muestran la 

misma fase en actividad metabdlica (Serviere et al. 1994) y esta se mantiene después 

de permanecer 60 dias en oscuridad continua (Aguilar-Roblero et al. 1998). Sin 

embargo cuando el transplante de NSQ es colocado en el ventriculo lateral no se 

observa este mismo efecto (Serviére et al. 1994a; Aguilar-Roblero et al. 1998). 
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Con base a lo anteriormente sefialado, podemos concluir que el uso de los 

transplantes de hipotalamo fetal son una valiosa estrategia experimental para el 
estudio de la participacién del NSQ en los diferentes procesos involucrados en la 
titmicidad circadiana, ya que el NSQ transplantado exhibe todas las caracteristicas 
funcionales de un oscilador circadiano autosostenido. 

Planteamiento Del Problema 

Diversos estudios han demostrado que el sistema circadiano de mamiferos 
esta constituido pot mas de un oscilador, sin embatgo ademas del NSQ no se ha 
podido determinar la existencia de otros substratos anatOmicos que cumplan con 
las caracteristicas de un oscilador circadiano, lo que ha generado una seria 
limitaci6n en el estudio de los mecanismos de acoplamiento de osciladores 
ubicados a distancia. Por tal motivo nosotros Proponenos el empleo del modelo experimental de 
trausplantes de NSO fetal a animales intactos. Esta estrategia nos permite crear wn sistema 
mitltioscilatorio con sustratos anatémecos ‘dentificables, mediante el cual es posible determinar ef 

tipo de interacciones existentes entre el tejido transplantado y el hospedero. 

El NSQ transplantado se considera un oscilador, ya que como 
anteriormente se mencioné el NSQ transplantado se diferencia morfoldgicamente 
en las regioncs que lo caracterizan en cl adulto y también presenta las 
caracteristicas funcionales ritmicas (Aguilar-Roblero ct al. 1992a). 

Por otra parte, estudios previos en los que se ha utilizado esta estrategia 
sugicren que la ubicacién del transplante dentro del organismo es determinante 
pata que ambos osciladores ajusten 0 no su periodo y fase. Ya que cuando el 
transplante es colocado en el tercer ventticulo (HV ), tanto el NSQ hospedero 
como el transplantado muestran la misma fase en su actividad metabdlica, lo que 
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sugiete que ambos osciladores se encuentran acoplados (Aguilar-Roblero, et. al. 

1998; Serviére, et. al. 1994a). Sin embargo, existen algunas discrepancias en los 

tesultados obtenidos, cuando los transplantes fueron colocados en el ventriculo 

lateral (VL). Serviére et. al. (1994a) no observan ritmicidad en la actividad 

metabdlica del transplante, por lo que concluyen que el NSQ hospedero y 

transplantado no se encuentran acoplados. Pot otra parte, Aguilar-Roblero et. al. 

(1998) también encuentran que el transplante de NSQ colocado en el ventriculo 

lateral no expresa titmicidad en su actividad metabdlica, a pesar de que el tejido 

transplantado contiene un marcapaso circadiano, pero produce en el hospedero un 

matcado retraso de fase en el pico de actividad metabdlica de aproximadamente 3 

horas con tespecto a los sujetos control y a sujetos con transplante en el HI V. La 

ausencia de ritmicidad en el NSQ transplantado puede deberse a que los 

transplantes bajo estudio se encontraban fuera de fase unos de otros, ademas se 

sugiere que la fase del tejido transplantado no puede ser predicha por el ritmo 

conductual del hospedero después de 60 dias bajo iluminacién roja continua 

(Aguilar-Roblero et al. 1998). 

Con base en las diferencias encontradas entre los sujetos con transplante de 

NSQ en el tercer ventriculo y en el ventriculo lateral, Aguilar-Roblero et al. 1998 

sugieren que es posible que puedan establecetse asimetrias en el proceso de 

comunicaci6n entre el NSQ hospedero y ef NSQ transplantado, lo que produciria 

una influencia diferencial en la expresién de la ritmicidad. Esto podria deberse a 

que los transplantes de NSQ colocados en el tercer ventriculo parecen establecer 

una comunicacién bidireccional con el hospedero que permite ambos osciladores 

se acoplen. Mientras que los transplantes colocados en el ventriculo lateral no 

ajustan su fase a la del hospedero, aun que estos parecen influir tanto en la fase del 

hospedeto, o bien en la fase de la ritmicidad maniftesta. 
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Cabe hacer mencién que las divergencias observadas en estos grupos de 

investigacién posiblemente se deban predominantemente a la especie de roedores 

bajo estudio y en el numero de muesttas obtenidas a lo largo del ciclo. Serviere et. 

al. (1994a) limitan sus observaciones a dos puntos del ciclo circadiano, lo cual 

resulta insuficiente para establecer claramente los patrones temporales de la 

actividad metabdlica en ambos tejidos. Por otra parte Aguilar-Roblero, et. al. (1998) 

estudiaron 8 puntos del ciclo circadiano, lo cual aunque permite establecer con 

mayor precision cl patron temporal de actividad metabolica, requiere un elevado 

numero de sujetos para considerar que la muestra es representativa. linalmente, la 

correlacién entre el patron temporal del tejido trasplantado y el hospedero no es 

suficiente para establecer relaciones funcionales. 

las observaciones anteriores nos plantean las siguientes preguntas: ¢Pueden 

acoplarse el NSQ hospedero y el NSQ fetal transplantado?. En caso de ser 

afirmativo ¢Cémo afecta la localizacion del transplante el acoplamiento entre 

ambos tejidos?, ¢Cémo participa la pineal en el proceso de acoplamiento?. Por lo 

que en cl presente trabajo implementamos tres estrategias con la finalidad de validar 

nuestro modelo experimental de transplantes de NSQ en animales intactos, asi 

como examinar de forma mas detallada el proceso de acoplamiento. Una de estas 

estrategias fue z) la obtencién de las respuestas de fase a nivel conductual en 

animales con transplante de NSQ en cl HIV 0 en el VL. Mediante la obtencién de 

estas respuestas es posible determinar con precision las caracteristicas dinamicas del 

NSQ hospedero en presencia de otro oscilador. Por medio de esta estrategia es 

posibic determinar los efectos que tiene la presencia de otro oscilador dentro del 

sistema y que posce las mismas caracteristicas del hospedero, ya que si estos se 

encuentran acoplados esto puede verse manifestado en la forma de la curva de 

respuestas de fase, ya sea en lo que se refiere a la direcct6n de los cambios 

inducidos por pulsos de luz o bien en la magnitud de los cambios de fase; de igual 
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forma debido a la presencia de un segundo oscilador se esperaria observar un 

incremento en el nimero de ciclos transitorios requeridos para alcanzar el estado 

estable en Ja oscilaci6n espontanea. 

Una segunda estrategia fue 24) la obtencién de las respuestas de fase a nivel 

celular, a través de la induccién por pulsos de luz y la deteccién 

inmunohistoquimica de los genes de exprcsién temprana c-Fos y Jun-b, los cuales 

son eficientes marcadores de fase a nivel celular. Con base a la expresion temporal 

y tegional de estos dos genes de expresién temprana, consideramos que su 

induccion por pulsos de luz nos permiten establecer con mayor precisin la fase en 

la que se encuentra el NSQ hospedero y transplantado, que de encontratse estos 

acoplados se esperaria que la expresi6n de estos genes fuera similar en ambos 

tejidos. 

Finalmente, se desconocen los mecanismos y estructuras que participan en 

el acoplamiento de osciladores ubicados a distancia. Como antenormente se 

menciond, existen evidencias experimentales que sugieren la participacion de la 

glandula pineal como integrador de fase del sistema circadiano, ya que la 

pinealectomia induce la particién del ritmo conductual en hamsters (Aguilar- 

Roblero y Vega-Gonzalez, 1993) y la disociaci6n en multiples componentes 

ultradianos en tatas (Cassone, 1992); por lo que una tercera estrategia 

implementada en este estudio es el determinar la participacién de la pineal en el 

proceso de acoplamiento, obteniendo las respuestas de fase en los dos niveles antes 

mencionados (conductual y celular) en animales pinealectomizados y con 

transplante de NSQ en el VL. 
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HIPOTESIS 

  

HIPOTESIS DE TRABAJO 

Hipétesis Generales 

Hin un sistema circadiano multioscilatorio, el periodo y la fase que 

manifiesta el sistema esta determinado por la interacci6n entre los osciladores 

involucrados, a dicho proceso le Ilamamos acoplamiento. Una forma de evidenciar 

dicha interaccion es estudiando la curva de respuestas de fase inducida por luz, las 

caracteristicas de dicha curva se modificaran ante cambios en el numero de 

osciladores del sistema o la fuerza con la que interactuan. 

[in nuestro modelo experimental, cl transplante de NSQ fetal a un sujeto 

intacto es equivalente a agregar un oscilador adicional al sistema. Si este oscilador se 

acopla con el NSQ del hospedero, entonces se espera que la CRF a pulsos de luz se 

modifique. En contraste si la interaccién entre el transplante y el hospedero no 

involucra cl acoplamiento de osciladores, o bien si no hay un oscilador en el 

transplante, entonces la CRF no debera afectarse. 

Hipétesis Especificas 

1.1 St el NSQ transplantado y el hospedero establecen algun tipo de 

comunicaci6n por medio de la cual ajusten su periodo y fase entre si, 

entonces los cambios de fase inducidos por pulsos de luz diferiran entre 

animales intactos y animales con transplante de NSQ. 

1.2 Si se transplanta un tejido neural que no contenga oscilador 

citcadiano, la interaccién entre cl NSQ hospedero y el transplante no 

debe afectar el petiodo o la fase del primero, debido a que el 

acoplamicnto depende de la presencia de por lo menos dos osciladores . 

Por lo que los cambios de fase inducidos por pulsos de luz seran 
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similares entre animales intactos y animales con transplante de corteza 

cerebral. 

1.3 Si el acoplamiento depende de conexiones neurales, entonces la 

localizaci6n del transplante afectara el acoplamiento entre el NSQ 

transplantado y el NSQ hospedero. 

1.4 Si el acoplamiento depende de comunicacién humoral, entonces la 

localizacién del transplante no afectar4 el acoplamiento entre el NSQ 

transplantado y el NSQ hospedero. 

1.5 Sila pineal participa en mecanismos humorales de acoplamiento de 

osciladores entonces, la pinealectomia afectar4 el acoplamiento entre el 

NSQ del hospedeto y de los transplantes colocados en el ventriculo 

lateral. 
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OBJETIVOS 
  
  

OBJETIVOS 
I, Grupo de animales con transplante de NSQ en el II ventriculo: 

I.1 Determinar los efectos de pulsos de luz en dos zonas de la CRF 

fase de la conducta de ingesta de agua. 

1.2 Comparar los cambio de fase exhibidos en el grupo control y en el 

grupo con transplante de NSQ en cl II] ventriculo. 

1.3 Estimar el efecto de pulsos de luz en dos zonas de la CRF sobre la 

exptesién de c-Fos y Jun-b en el NSQ hospedero y en el transplante, 

comparando el numero de células inmunoreactivas del grupo control y 

grupo con transplante de NSQ en el III ventriculo. 

I. Grupo de animales con transplante de Corteza en el III ventriculo: 

II.1 Determinar los efectos de pulsos de luz en dos zonas de la CRF 

fase de la conducta de ingesta de agua. 

11.2 Comparat los cambio de fase exhibidos en el grupo control y en el 

grupo con transplante de corteza en el II ventriculo. 

11.3. Estimar el efecto de pulsos de luz en dos zonas de la CRF sobre la 

expresién de c-Fos y Jun-b en el NSQ hospedeto y en el transplante, 

comparando cl nimero de células inmunoreactivas del grupo control y 

grupo con transplante de corteza cn el II] ventriculo. 
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IIE, Grupo de animales con transplante de NSQ en el ventriculo lateral: 

IL-1 Determinar los efectos de pulsos de luz en dos zonas de la 

CRF fase de la conducta de ingesta de agua. 

111.2 Comparar los cambio de fase exhibidos en el grupo control y en el 

grupo con transplante de NSQ en el ventriculo lateral. 

II.3. Estimar el efecto de pulsos de luz en dos zonas de la CRF sobre la 

expresion de c-Fos y Jun-b en el NSQ hospedero y en el transplante, 

comparando el numero de células inmunoreactivas del grupo control y 

gtupo con transplante de NSQ en el ventriculo lateral. 

IV. Efecto de la localizacién del transplante: 

IV.1 Comparar las respuestas de fase exhibidos en el grupo con 

transplante en el [I ventriculo y el grupo con transplante en el ventriculo 

lateral. 

IV.2_ Comparar el numero de células inmunoreactivas a c-Fos y a Jun-b 

en cl NSQ hospedero del grupo con transplante en el III ventriculo y del 

gtupo con transplante en el ventriculo lateral. 

1V.3. Comparar el numero de células inmunoreactivas a c-Fos y a Jun-b 

en el NSQ transplantado en el IH ventriculo y con el transplantado en cl 

ventriculo lateral. 
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V. Grupo de animales Pinealectomizados con transplante de NSQ en el ventriculo 

lateral: 

V.1 Determinar los efectos de pulsos de luz en dos zonas de la CRF 

fase de la conducta de ingesta de agua. 

V.2 Comparar los cambio de fase exhibidos en el grupo con transplante 

de NSQ en el ventriculo lateral y en el grupo pinealectomizado con 

transplante de NSQ en el ventriculo lateral. 

V.3. Estimar el efecto de pulsos de luz en dos zonas de la CRF sobre la 

expresién de c-Fos y Jun-b en el NSQ hospedero y en el transplante, 

comparando el numero de células inmunoreactivas del grupo con 

transplante de NSQ en el ventriculo lateral y grupo pinealectomizado 

con transplante de NSQ en el ventriculo lateral. 
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METODO 

  

Procedimientos Generales 

[A] Sujetos 

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar intactos, con un peso corporal de 

180 a 200 g como teceptores de los transplantes. También fueron utilizadas 

hembtras de la misma cepa con 17 dias de gestacién, las cuales fueron donadoras del 

tejido fetal para la realizacién de los transplantes. 

los animales tanto hospederos como donadores, fueron mantenidos 

inicialmente bajo un ciclo luz-oscuridad (12:12). Una vez realizadas las cirugias y 

posterior a la recuperacién quirurgica, los animales hospederos fueron transferidos 

a condiciones de luz roja (50 lux) continua. Kn todo momento los animales 

tuvieron libre acceso a agua y alimento. 

En el presente trabajo se estudiaron 5 grupos de animales: 

1) Ratas intactas 

2) Ratas con transplante de NSQ en el tercer ventriculo (III V) 

3) Ratas con transplante de NSQ en el ventriculo lateral (V J) 

4) Ratas con transplante de corteza occipital en el II] V 

5) Ratas pinealectomizadas y con transplante de NSQ en el VL 

[B] Cirugias 

‘Todos los procedimientos quirrgicos se realizaron bajo condiciones anti- 

sépticas. los animales hospederos fueron anestesiados con Hidrato de cloral 

(440g/Kg de peso corporal). Para la elaboracién de los transplantes de NSQ fetal, 

una vez anestesiados, la cabeza de los hospederos fue rasurada y posteriormente 

fueron colocados en un aparato estereotaxico con la barra de incisivos en cero. Se 

realizO una incision longitudinal sobre el cuero cabelludo (aproximadamente 2 cm) 
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sobre la linea media, Ia cual se extendia hasta la regién occipital. Ia sutura sagital, 

asi como bregma fueron expuestas movicndo el petiosteo. Justo sobre bregma se 

realiz6 un trepano de 2 mm de diametro, el hueso fue removido cuidadosamente 

evitando causar hemorragias del seno venoso sagital, cl cual quedé expuesto al 

retirar cl hueso. Con ayuda de un escalpelo del No. 10 se realiz6 una incisién lateral 

(aproximadamente 1mm) de la dura madre, la cual fue retraida junto con el seno 

venoso para insertar la canula guia. 

La canula de acero inoxidable (calibre 18) fue colocada estereotaxicamente 

en las coordenadas A-P: 0.0, L: 0.0 y V: 8.0 con tespecto a bregma para 

transplantes al tercer ventriculo y \as cootdenadas A-P: -0.8, 1: 1.2 y V: 3.6 con 

respecto a bregma para transplantes al ventriculo lateral (Paxinos, 1986). 

Las hembras donadoras de tejido fetal de 17 dias de gestacién, fueron 

anestesiadas y se expuso el utero mediante una laparotomia, posteriormente los 

fetos fueron extraidos en el momento del transplante. Una vez extraido uno de los 

fetos, este fue inmediatamente decapitado y el cerebro disecado, postetiormente se 

colocé sobre su cara dorsal en un vidrio de reloj con solucion salina fisiolégica a 

temperatura ambiente. Para los /ransplautes de NSQ, se localizé la convergencia de 

las artetias cerebrales anteriores y la emergencia de los nervios Opticos bajo un 

microscopio de diseccién. Se realizaron cortes a nivel rostral y caudal de la 

emergencia del nervio y las arterias mencionadas en sentido dorsomedial, formando 

un bloque de aproximadamente 0.5mm’ en forma de piramide cuadrangular cuya 

base era el quiasma dptico. Este bloque que contenia el NSQ se inyecté en 0.10 ml 

de soluci6n salina al tercer ventriculo o al ventriculo lateral de los animales 

receptores (Mig. 14). El tiempo transcurrido entre la incisidn del utero y la inyeccion 

del tejido varid entre 3 y 5 minutos. 

Siguicndo este mismo procedimiento, un grupo adicional de animales 

intactos recibieron transplantes de Corteza Occipttal fetal, en los cuales sc realizo



cl mismo procedimiento quinirgico, con excepcion de la diseccidn del tejido en 

estos se obtuvo un bloque de aproximadamente 0.5mm’ de Corteza Occipital, el 

cual fue inyectado con solucion salina al tercer ventriculo. 

  

Fig. 14.- Técnica de transplantes intracerebrales a animales intactos. Para mayor detalle 
ver texto. 

Por otra parte un grupo de animales con transplante de NSQ en el VL 

fueron somctidos a pinealectomias, posterior a la aplicacién del protocolo de 

pulsos de luz (ver seccién posterior). Para tal efecto los animales fueron 

nuevamente anestesiados bajo luz roja con Hidrato de cloral en la misma dosis 

antes mencionada, fueron nuevamente rasurados y colocados en el aparato 
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estereotaxico. Se realiz6 la incisi6n longitudinal sobre el cuero cabelludo y se 

expuso la sutura media del craneo, bregma y lambda. J_ateral a lambda se realiz6 un 

trepano de 4 mm de diametro, se retit6 el hueso y se realizo la incisién de la dura 

madre. 1a exéresis de la pineal se realizé con ayuda de una micropinza, la cual fue 

introducida por el trepano con una orientacién de 45° en el plano frontal y 

aproximadamente 30° en el plano medio-sagital (Fig. 15) para cvitar tocar la 

confluencia de los senos venosos. Se utilizaron las coordenadas del centro del 

cuerpo de la pineal A-P: 8.3, L: 0.0 y V: 3.0 con respecto a bregma (Paxinos, 1986). 

Sutura sagital 

wcll 
~ 

Trepano ~~ a 

| 
Seno sagital 

         
Dura madre 

  

Fig. 15.- Técnica de pinealectomias en ratas con transplante en el ventriculo lateral. 
Para mayor detalle ver texto. 
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Una vez transcurridas 24 horas después de la cirugia, los animales fueron 

colocados de nueva cuenta en el cuarto de registro, bajo iluminacién continua con 

luz roja. 

[C] Registro conductual 

Postetiormente al petiodo de recuperacién quirirgica (20-25 dias), los 

animales hospederos fueron transferidos a condiciones luz roja (50 lux) continua, 

condicién bajo la cual se llevo a cabo el registro del patron ritmo circadiano de 

ingesta de agua. Estos registros se realizaron mediante el sistema de monitoreo 

continuo SiMC, sistema de registro que fue desarrollado en el laboratorio de 

Cronobiologia, del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional 

Auténoma de México (Marquez, 1998). 

Para tal efecto, los animales hospederos fueron colocados en cajas 

individuales de acrilico transparente (40 x 25 x 20 cm), provistas en el piso del 

tercio frontal de la caja cubierto por una placa de aluminio, justo por encima de 

dicha placa era colocada la botella de agua, equipada con un bebedero de acero 

inoxidable aislado con un tubo de plastico 2 mm de espesor, que sobresalia 2 mm 

del orificio de salida del bebedero. De tal forma que para que la rata pudiera beber 

agua, tenia que colocarse sobre la placa de metal, introducir la lengua en el tubo de 

plastico y tocar el bebedero de acero. Al tener contacto el animal con estos dos 

elementos metalicos de la caja, eran contabilizados los contactos al bebedero, 

debido a que uno de los elementos metialicos se encontraba conectado al voltaye de 

alimentacién y el otro a tierra, asi que cada vez que era tocado el bebedero una 

pequefia corriente (495 nA) fluia a través del cuerpo del animal. Por medio del 

sistema SiMC se realizé la acumulacién de cuentas de cada sujeto (canal), para 

obtener el total de eventos por el petiodo de muestreo, posteriotmente los datos 

fueron transmitidos a una computadora (IBM-PC), donde finalmente los datos



fueron almacenados en disco duro cada 15 minutos, para su posterior andlisis en el 

sistema DiSPAC (Vega-Gonzalez 1993) sistema que también fue desarrollado en 

nuestro laboratorio. 

Los registtos conductuales obtenidos del ritmo de ingesta de agua, fueron 

graficados en forma de actogramas dobles (doble plot), representacién grafica de 

los datos que consiste en el ordenamiento consecutivo de graficas de ocurrencia de 

eventos, en donde en el cje de las ordenadas se presentan los dias de registro y en 

las abscisas la hora del dia. En el actograma doble, la misma grafica se repite del 

lado izquicrdo y desfasado por un dia lo que proporciona una mejor apreciacion del 

fendmeno titmico bajo estudio. 

[D] Estimacién de las fases del ciclo circadiano 

Para estimar la fase, se utilizaron por lo menos los ultimos 10 dias 

consecutivos bajo registro de la conducta de ingesta de agua de animales en 

oscilacién espontanca. Habitualmente es utilizado el inicio de la fracctén de 

actividad como fase de referencia, la cual por convencién se le denomina como 

tiempo circadiano 12 (CT 12). 

CT 12 se estimé trazando una linea sobre el inicio de la actividad de los 

Ultimos 10 dias consecutivos bajo registro y proyectando esta linea un dia adicional, 

para estimar el inicio del bloque actividad para el dia en que se aplicaron los pulsos 

de luz. 

A partir de CI’ 12 se calcularon las demas horas citcadianas para obtener las 

respuestas de fase a pulsos de luz tanto a nivel conductual, como celular, en donde: 

CT 13= CT 12+ [ * 1/24 h después del inicio de la actividad | 

mientras que para 

Cr23= CT 12 + [* * 1/24 h después del inicio de la actividad | 
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Posteriormente fueron relacionadas con la hora geografica con la que 

concordaba pata la aplicacin de los pulsos de luz. 

Una vez realizados los calculos pertinentes, en la hora circadiana 

correspondiente los animales fueron colocados individualmente en una caja de 

acrilico transparente (40 x 25 x 20 cm) con tapa del mismo material, la cual a su vez 

fue introducida en el dispositivo en el que se administré un pulso de luz (400 lux) 

de una hora de duracién. Inmediatamente después de aplicar el pulso de luz, los 

animales fueron regresados a sus cajas de registro, hasta alcanzar nuevamente el 

estado estable de la oscilaci6n espontinea por lo menos durante 15 dias. 

Posterior al lapso de 15 dias post-pulso de luz, fueron estimados la direccion 

y la magnitud de los cambios de fase inducidos por el pulso de luz, mediante la 

ptoyeccién de una linea sobre el inicio de la actividad del nuevo estado estable y 

comparandolo con el ajuste anterior, asi mismo fueron contabilizados el numero de 

ciclos transitorios requeridos para obtener el estado estable de oscilacion 

espontanea. Se consideré el inicio del estado estable, cuando en el registro era 

observado el inicio del bloque de actividad estable por lo menos durante cinco 

ciclos consecuttvos. 

Mediante el programa StatView (Abacus Concepts Inc.) se realizé el analisis 

estadistico de la magnitud de los cambios de fase, asi como del numero de ciclos 

transitorios, se realiz6 mediante un ANOVA seguida de una prueba de 

comparaciones multiples (Fisher). 

[BE] Deteccién inmunohistoquimica de c-Fos, Jun-b y VIP 

En el presente trabajo se realizd la deteccién inmunohistoquimica de los 

genes de expresién temprana c-Fos y Jun-b, asi como la deteccién de células y 

fibras inmunoreactivas a VIP. En el procedimiento general, los sujetos fueron



profundamente anestesiados con Anestesal bajo iluminacidn roja (400 Tux) y 

preparados para su inmediata perfusion. 

Las ratas fueron perfundidas con paraformaldehido-lisina-periodato (PLP) al 

4%. Los cerebros fucron extraidos y criopreservados cn concentraciones crecientes 

de sacatosa (10%, 20% y 30%). Posteriormente se realizaron secciones coronales de 

40 tum de grosor en un criostato (Reichter-Jung) a -18°C; las cuales se colectaron en 

buffer fosfatos (PB, 0.1 M, pII 7.2). 

Para la detecci6n inmuohistoquimica de c-Fos, Jun-b y VIP se uso la técnica 

de avidina-biotina-peroxidasa propuesta por Hsu et al. (1981). Las secciones se 

incubaron con el anticuerpo contra c-Fos (Sta. Cruz, diluci6n 1:2,500) o Jun-B 

(Donacidén de la Bristol Mayers, diluci6n 1:20,000) durante 72 horas, a 4°C. 

Posteriormente se realizaron 3 lavados de 10 minutos cada uno con PBS y se 

continuo con la exposicion del tejido al anticuerpo secundario biotinilado durante 2 

horas a temperatura ambiente; seguido de 3 lavados en PBS, para su posterior 

incubaci6n con el complejo Avidina-Biotina (Vectastain, Vector lab.) durante 2 

horas. Finalmente se revelé la reacci6n con Dtaminobenzidina (DAB). Los cortes 

sé montaron en porta objetos gelatinizados y la reaccidn se intensificd exponiendo 

las preparaciones a una soluci6n de tetroxido de osmio al 1°%% durante 10 segundos. 

Finalmente los cortes fueron deshidratados en concentraciones crecientes de 

alcohol etilico (70%, 95% y absoluto), aclaradas con xilol y finalmente cubtertos 

con Permount (Baxter). 

Mediante este mismo procedimiento se realizo la verificacion histologica del 

tejido transplantado, para tal efecto fue utilizado otro juego de cortes el cual se 

expuso al anticuerpo contra VIP (Donacién del Dr. R. Moore, dilucit6n 1:2,000). 

Asi mismo para delimitar el tejido transplantado se utilizé la tinci6n de Nissl, en 

donde los cortes fueron expuestos a violeta de cresilo, posteriormente fueron 

deshidratados, aclarados y cubiertos de la misma forma previamente sefialada.



[GJ] Andlisis Estereolégico de c-Fos y Jun-b en el NSQ 

La interpretacién espacial de la expresidn de estos genes en el NSQ, se 

realiz6 a través del método del disector dptico desctito por Sterio (1984). Este 

método consiste en contar los objetos que estan presentes en una seccién y que no 

son contenidos en la seccién previa, de esta forma son sistematicamente contados 

los objetos en las subsecuentes secciones de tejido que comprenden la regidn bajo 

estudio. 

Este método estereolégico tridimensional nos ofrece la ventaja que los 

objetos son muestreados con una probabilidad que es proporcional a su numero y 

no asu tamafio, forma u ortentacion. 

Mediante esta estrategia fue posible estimar la densidad de neuronas, asi 

como hacer una inferencia del numero total de neuronas inmunoreactivas a los 

productos de estos dos genes de expresién temprana en el NSQ. 

El conteo de células se realiz6 mediante un microscopio Olimpus (10x 

objetivo), la imagen del microscopio fue transferida mediante una video camara 

(Sony CCD-blanco y negro) a la computadora, la cual estaba provista del programa 

pata andlisis de imagenes MCID mediante el cual se elaboro la rejilla de conteo, el 

conteo de ¢’IR y la estimacion del area del NSQ. 

El procedimiento para el conteo de c’IR se realizé de la siguiente forma: la 

imagen de cada una de las secciones que contenia el NSQ fue digitalizada y se 

sobrepuso a esta una rejilla constituida por cubos de 40pm x 40pm x 40pm (Mig. 

16). De esta rejilla fueron contabilizadas las células inmunopositivas situadas dentro 

de los 9 cubos de muestreo que comprendian el NSQ y 7 cubos adicionales que 

comprendian la region externa al NSQ. Cada cubo fue asignado con las iniciales de 

acuerdo a su localizaci6n Ventro-Dorsal y Medio-Lateral en relacién al NSQ. Estas



iniciales fueron asignadas con la finalidad de identificar cada cubo y ubicarlo 

espacialmente en cada corte. 
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Fig. 16.- Esquema de la forma en la que fueron contabilizadas la células inmunoreactivas a c-Fos 

y a Jun-b en el NSQ de ratas intactas. Primero fue digitalizado el corte que contenia el NSQ, al 

cual se le sobrepuso una rejilla. En esta rejilla fueron contabilizadas las células inmunoreactivas 

situadas dentro de los cubos de muestreo en el NSQ (indicados por los circulos), asi como en 7 

cubos que correspondian a la zona extema del NSQ (indicado por las cruces). A cada cubo de 

muestreo le fue asignado una inicial la cual correspondia con su ubicacién ventro-dorsalmente 

(V=Ventral, C=Central, D=Dorsal, E=Externa) y medio-lateral (M=Medial, C=Central, 

L=lateral, E=1ixterna). Kl conteo se realiz6 rostro-caudalmente del NSQ. 

A partir de los datos obtenidos en el MCID fueron estimados el volumen de 

referencia, la densidad neural y el numero total de neuronas. 

El Volumen de referencia (V,,,), cs decit el volumen del NSQ, se determino a partir 
re 

de la férmula de un objeto prismoidal (Ilanders et al. 1973): 

Ve = 4/6 (A, + 4M + Ay) 
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En donde: 

h = longitud del eje antero-posterior del NSQ 

A, = area de la seccién mas anterior del NSQ 

M = area de la seccién media del NSQ 

A, = area de la seccién mas posterior del NSQ 

Para la estimacién de la Densidad de neuronas (Nv), se utilizé la siguiente 

formula (Chen et al. 1999): 

Nv= xQ 

Upisector x A(fr) 

En donde: 

2Q = numero de células contadas 

veer = Suma del nimero de cuadros de disectores contados 

A (fy) = area asociada a cada cuadro del disector 

Para la estimacién del numero total de células (N), se utilizé la formula 

(Chen et al. 1999): 

N=Nv * Vi 

En donde: 

Nv = densidad neuronal 

V¢= volumen de referencia 

Hinalmente para determinar las diferencias entre los diferentes grupos 

experimentales, se realizé un ANOVA seguida de una prueba de comparaciones 

multiples (Fishet) mediante el programa Stat View (Abacus Concepts Inc.). 
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[H] Respuestas de fase a nivel conductual en animales Transplantados 

Con la finalidad de determinar el efecto de los transplantes sobre las 

respuestas de fase inducidas por pulsos de luz en la conducta de ingesta de agua, 

fueron utilizadas un total de 35 ratas intactas con transplante de NSQ (IIIV y VI), 

8 ratas con transplante de Corteza (III V) y 4 tatas pincalectommizadas y con 

transplante de NSQ (VI) . 

En estos experimentos se considero explorar unicamente las zonas de la 

CRI en las que se sabe que el marcapaso cs susceptible a cambiar su fase, por lo 

que los pulsos de luz fueron administrados en CT 13 y CT 23, horas circadianas en 

las que son obtenidos (respectivamente) los maximos retrasos y avances de fase en 

ratas Wistar. 

Una vez concluido cl periodo post-operatorio, y obtenido el registro 

conductual de los animales de por lo menos 20 dias continuos en oscilacion 

espontanea, se estimo CT 12 para la aplicacién de los pulsos de luz. De mancra 

aleatoria los animales fueron asignados a dos grupos, el primero de ellos recibid el 

pulso de luz en CT 13, mientras que el segundo grupo recibié el pulso de luz en CT 

23. El procedimiento de aplicacién de los pulsos de luz se realiz6 de la forma 

sefialada anteriormente. 

Posterior a la aplicaci6n de los pulsos de luz, los animales fueron regresados 

a su correspondiente caja de registro durante 15 dias o bien hasta alcanzar cl estado 

estable de la fase de referencia. Finalmente, fueron calculados Ja direccion y la 

magnitud de los cambios de fase inducidos a los animales con transplante, asi como 

el ndmero de ciclos transitorios requeridos para adquitir cl estado estable en la fase 

de referencia. 

Los datos obtenidos tanto de los cambios de fase, asi como del nimero de 

ciclos transitorios fueron analizados mediante una ANOVA, seguida de una prucba



de comparaciones multiples (Fisher) mediante el programa StatView (Abacus 

Concepts Inc.). 

[B] Respuestas de fase a nivel celular 

Con la finalidad de determinar el efecto del transplante de NSQ sobre las 

respuestas de fase inducidas por pulsos a nivel celular, se determino expresion de c- 

Fos y Jun-B en animales que recibieron transplante de NSQ (en el IITV o VL), 

transplante de Corteza (IIIV) y en los animales pinealectomizados y con transplante 

de NSQ (VL). De igual forma que los experimentos a nivel conductual, solo fueron 

estudiadas las zonas de retrasos y avances de fase de la CRF. 

Una vez determinados los cambios de fase conductuales en cada sujeto, 

nuevamente fue estimada CT 12 y los animales fueron programados para recibir un 

pulso de luz pero en la misma hora circadiana en la que previamente fueron 

expuestos en el protocolo de respuesta de fase a nivel conductual, de tal forma que 

cada animal fue su propio control. 

Inmediatamente después de la aplicacién del pulso de luz, los animales 

fueron anestesiados, prefundidos y los cerebros fueron procesados para la 

detecci6n inmunohistoquimica de c-Fos, Jun-b y VIP. Asi mismo se realizé la 

verificacién histolégica del tejido transplantado, asi como para la localizacién del 

NSQ dentro del transplante mediante la deteccién inmunohistoquimica de cimulos 

de células y fibras inmunoreactivas a VIP. Asi mismo también se realizé la tinci6n 

de Nissl, para establecer con mayor precision los limites del transplante. 

Una vez obtenidas las laminillas, fueron contabilizadas el nimero de c’IR a c- 

Fos y a Jun-B en cl NSQ hospedero, el conteo de células se realizé a lo largo rostro- 

caudal del NSQ de la misma forma previamente descrita. A partir de los datos 

obtenidos en el conteo de células fueron estimados el volumen de referencia, la 

densidad neural y el nimero total de neuronas. 
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Para el conteo de células del NSQ transplaniado, se digitalizé el NSQ 

marcado con VIP en un canal y fue delimitado el borde del NSQ transplantado; en 

un segundo canal fue digitalizado el corte cquivalente marcado con c-los, los dos 

cortes fueron sobrepuestos y alineados. Sobre la imagen digitalizada de c-Fos y el 

nucleo delimitado, se sobrepuso una rejilla de las mismas dimensiones a la 

anteriormente mencionada, de esta rejilla fueron contabilizadas las células 

inmunoreactivas situadas en los 49 cubos de muestreo (Fig.17). Se realiz6 este 

mismo procedimiento para el conteo de c’IR a Jun-b dentro del NSQ hospedero y 

transplantado. lin los animales con transplante de corteza se cligid al azar una 

seccion del transplante, la cual fue digitalizada y a la cual se le sobrepuso la rejilla de 

conteo, cl cual se realiz6 de la misma forma previamente descrita. 

  

Fig. 17.- Esquema de la forma en la que fueron contabilizadas la células inmunorcactivas a c-Fos y a 
Jun-b en el NSQ transplantado. Primero fue digitalizado el corte que contenia el NSQ, al cual se le 

sobrepuse una tejilla constituida por cubos de 40um x 40pm x 40pm. En esta rejilla Gnicamente 
fueron contabilizadas las células inmunoreactivas situadas dentro de los 49 cubos de muestreo 
(indicados por las siglas). 
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A partir de los datos obtenidos en el MCID fueron estimados el volumen de 

referencia y el numero total de neuronas mediante las formulas previamente 

descritas. Finalmente estos datos fueron analizados mediante una ANOVA seguida 

de una prueba de comparaciones multiples (Fisher). 

Nota Aclaratoria: 

En esta seccién no han sido mencionados los experimentos preliminares que 

se realizaton para abordar el tema principal de la tesis, en la seccién de 

RESULTADOS se incluyen tanto la forma en que se realizaron estos 

experimentos, como los resultados obtenidos en estos. 

Para mayor claridad, se decidié incluir en esta secci6n unicamente los 

procedimientos generales, en la secci6n de RESULTADOS seran especificados los 

disefios de cada uno de los experimentos realizados en el presente trabajo. 
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RESULTADOS 
NET TT 

Estudios Preliminares en Ratas Intactas 

[A] Deteccién Inmunohistoquimica de c-Fos 

De forma inicial se realiz6 una curva de diluciones de la expresi6n de c-Fos en el 

NSQ, con la finalidad de determinar la concentracidn éptima de anticuerpo primario 

a utilizar en nuestros posteriorcs experimentos. Para tal efecto fueron utilizadas ratas 

intactas Wistar (n=10), las cuales inicialmente se encontraban sincronizadas a un 

ciclo I.:D (12:12) durante por lo menos 15 dias, postetiormente fucron transferidas a 

condiciones de luz roja (50 lux) continua durante 3 ciclos (72 horas). De forma 

aleatoria los animales se asignaron a uno de los dos grupos experimentales: 

@ Un prupo recibié un pulso de luz (1h, 400 lux) durante la noche 

subjetiva (CT 13), inmediatamente después de la administraci6n del 

estimulo fético los animales fueron anestesiados bajo luz roja, perfundidos 

y los cerebros procesados para la detecci6n inmunohistoquimica de c Fos 

(para mayor detalle ver seccién de “Deteccién inmunohistoquimica de c- 

Fos, Jun-b y VIP”). 

@ El segundo grupo de animales (grupo control) fueron anestestados y 

prefundidos a la misma hora circadiana (CT 13), pero sin la previa 

aplicacién del pulso de luz. Los cerebros obtenidos fueron procesados 

para inmunohistoquimica. 

la curva de diluciones se obtuvo, exponiendo las secciones de tejido cerebral a 

nivel del NSQ de ambos grupos experimentales a concentraciones crecientes del 

anticuerpo primario, anti c-Fos (1:10,000; 1:7,500; 1:5,000; 1:2,500; 1:1,000 y 1:500) 

durante 72hr a 4°C y se continud con el procesamiento normal del tejido, tal como 

se mencioné anteriormente. 
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Mediante el digitalizador de imagenes (MCID) se determind el numero de 

células inmunoteactivas (c'IR) a c-Fos, la densidad 6ptica relativa tanto de la marca, 

como del fondo, asi como la telaci6n sefial/fondo de la reaccién. Todas estas 

mediciones se realizaron unicamente en la region central del NSQ de ambos grupos 

experimentales y pata cada una de las concentraciones del anticuerpo primario. 

En todas las concentraciones bajo estudio, se observé que el grupo de animales 

que tecibié el pulso de luz mostraban un incremento en el numero de c’IR en el 

NSQ, en comparaci6én del grupo control. Con telaci6n al efecto que posee la 

concentracion del anticuerpo primario sobre el numero de cIR , se observd que a 

concentraciones bajas del anticuerpo, el namero de c'IR a c-Fos disminuye (Fig. 18), 

el decremento mis notorio se observé en las diluciones 1:7,500 y 1:10,000. 

También, se midid la densidad dptica relativa (DOR) de la marca (células 

inmunoteactivas a c-Fos) y del fondo, en esta se observé una tendencia similar, en 

donde los valores de la DOR decrecen a medida que se disminuye la concentraci6n 

de anticuerpo ptimario (Fig. 19). 
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Fig. 18.- Curva de Diluciones del anticuerpo primario anti c-Fos en el NSQ de ratas Wistar 

mantenidas en oscuridad continua (citculos vacios) y ratas que recibieron un pulso de luz 

durante la noche subjetiva (citculos negros). Media y desviacion estandar del numero de 

células inmunoreactivas (c’1R) a c-Fos. 
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Fig. 19.- Densidad ptica relativa (DOR) de la marca y del fondo, de la deteccién 

inmunohistoquimica de c-Fos en el NSQ de ratas Wistar mantenidas en oscuridad continua 

(circulos vacios) y de ratas que recibieron un pulso de luz (circulos negros) durante la noche 

subjetiva. Las secciones de tejido fueron expuestas a diferentes concentraciones de anticuerpo 

primario anti c-Fos. 

Es de notarse, que en la dilucién 1:2,500 la marca mantiene valores altos en la 

DOR, mientras que los del fondo disminuyen notablemente en ambos grupos 

experimentales. ‘l'endencia que fue constatada con la obtencién de la relacién sefial- 

ruido (Fig. 20). 

Una vez obtenida la curva de dilucioncs, se probdé la especificidad del 

anticuerpo primario anti c-Fos, por lo que fueron se realizados los experimentos de 

inmuno-adsorcion. 

Para tal efecto fucron utilizadas ratas intactas Wistar (n=10), las cuales fueron 

mantenidas bajo las mismas condiciones que el experimento anterior (Curva de 

diluciones) y también fueron asignados los animales a dos grupos expetimentales, 

uno que recibié un pulso de luz (CT 13) y su control. 
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Fig. 20.- Relacién Sefial-Ruido obtenida de la Densidad Optica Relativa (DOR) de la marca 

y el fondo de la deteccion inmunchistoquimica de c-Fos en el NSQ de ratas mantenidas en 

oscuridad continua (citculos vacios) y de ratas que recibieron un pulso de luz (citculos 

negtos) durante la noche subjetiva. El tejido obtenido de ambos grupo de animales fue 

expuesto a diferentes concentraciones de anticuerpo primario anti c-Fos. 

Una vez obtenido el tejido se hizo una preincubacion durante 12 horas del 

anticuerpo primario (anti c-Fos) en dos diluciones (1:2,500 y 1:500) con el antigeno 

(péptido control) a concentraciones crecientes (1:10,000; 1:2,000; y 1:1,000 y 1:2,000, 

4:1,000, 1:500 respectivamente). Transcurridas las horas de pre-incubacion del 

anticuerpo y el antigeno, se expuso el tejido al complejo anticuerpo-antigeno durante 

72 h a 4°C y se continuo con el procesamiento normal de inmunohistoquimica 

previamente mencionado. 

De igual forma que en el experimento anterior, mediante el digitalizador de 

imagenes (MCID) se determiné el numero de cIR a c-Fos en la region central del 

NSQ de ambos grupos experimentales y para las diferentes concentraciones de 

anticuerpo primario y antigeno. 

En los experimentos de inmunoadsorcion pata c-Fos, se encontrd que 

cantidades minimas del antigeno producen una notable disminucién del numero de 

c'IR a c-Hos en ambos grupos de animales (Fig. 21). Datos que fueron corroborados 
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por un segundo experimento en el que se utilizé una mayor concentracién de 

anticuerpo primario (1:500) y diferentes concentraciones de antigeno. H-xperimento 

en el que se observé esta misma tendencia, en donde concentraciones de antigeno 

cuatro veces inferiores a las del anticuerpo primario, fueron suficientes para 

bloquear casi en su totalidad la expresién de c-Fos en el NSQ. 

       
Anticuerpo Primario Anti c-Fos Anticuerpo primario anti c-Fos 
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Fig. 21.- Experimentos de inmuno-adsorcion, en donde el anticuerpo primario anti c-Fos se 

utiliz6 dos concentraciones (1:2,500 y 1:500). Estas curvas fueron obtenidas del NSQ de ratas 

Wistar, las cuales fueron mantenidas bajo oscuridad continua (circulos nepros) y ratas que 

recibieron un pulso de luz (irculos vacios) durante la noche subjetiva. 

[B] Determinacién de c-Fos como marcador de fase 

Con base a la CRF conductual previamente obtenida en nuestro laboratorio 

(Salazar-Judrez y Aguilar-Roblero 1997), se determiné la eficiencia de la expresion de 
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c-Fos como marcador de fase en el NSQ. Por lo que ratas intactas mantenidas bajo 

condiciones de luz roja continua fueron asignadas aleatotiamente a dos grupos 

experimentales: 

@ Un grupo de animales (n=12) fue expuesto a un pulso de luz (ih 

duracién, 400 lux intensidad) en una de las tres zonas de la curva de 

respuestas de fase (CT 06, 13 y 23), inmediatamente después los animales 

fueron anestesiados bajo luz roja, perfundidos y los cetebros procesados 

para determinacién inmunohistoquimica de c-Fos. 

@ De forma simultanea se proceso otto grupo de ratas controles (n=12) 

las cuales fueron sacrificadas a las mismas horas circadianas, pero sin la 

previa aplicacion del pulso de luz. 

Una vez obtenidos los cerebros, estos fueron procesados para la deteccion 

inmunohistoquimica de c-Fos como anteriormente ha sido mencionado. 

Posteriormente fue contabilizado el mimero de c'IR a c-Fos en la region central del 

NSQ, en tres horas circadianas antes mencionadas y en ambos grupos de animales. 

‘También fueron revisadas otras estructuras cerebrales que reciben informacion 

fética tales como la hojuela intergeniculada, el nucleo geniculado lateral, el area 

tegmental mesencefalica y el coliculo superior, con la finalidad de determinar si la 

induccion fotica de esta proteina estaba regulada de forma circadiana en otras 

estructuras centrales que reciben informacion visual (para mayor detalle ver 

ANEXO 1). 

En lo que se refiere a la expresion de la proteina c-Fos, no se encontraron 

vatiaciones cn la su expresion en funcion de la hora circadiana en el grupo de ratas al 

que no les fue administrado el estimulo fético, ya que el nimero de células 

inmunopositivas a Fos en el NSQ fue similar en las tres horas citcadianas que se 

estudiaron. Por el contrario, encontramos que la administracion del pulso de luz 
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produjo incrementos en la expresi6n de c-Fos en el NSQ y ademas dichos 

incrementos eran dependientes de la fase circadiana en la que fue aplicado el 

estimulo f6tico. 

En CT 06 (zona muerta) el estimulo fético no indujo cambios en la expresion 

basal de la proteina Fos, pero los pulsos aplicados en CT 13 (zona de retrasos de 

fase) y 23 (zona de adelantos de fase) produjeron marcados incrementos en el 

numero de c’IR en el NSQ (Fig. 22), siendo este incremento mayor en Cl’ 23 (para 

mayor detalle ver ANE-XO 1). 
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Fig. 22.-- Numero de células inmunoreactivas a c-Fos (Media + desviaci6n estandar) en el 
nucleo supraquiasmatico del hipotdlamo (a), en la hojuela intergeniculada (b), en el nucleo 

geniculado lateral ventral (c), en el area tegmental (d), en el coliculo superior (e) y en el nucleo 
paraventricular talamico (f) de ratas Wistar sometidas a oscuridad continua (barras claras) y de 

ratas que recibicron un pulso de luz en tres diferentes fases ciecadianas (barras negras). 
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Cuando se analiz6 la induccién fética de c-Fos en las otras estructuras 

cerebrales que reciben informacién visual sc observé, que todas estas estructuras 

mostraban un incremento en la cantidad de cIR a c-Fos como tespuesta a la 

aplicacion del pulso de luz, pero no se encontraron variaciones de acuerdo a la hora 

circadiana en la que fue aplicado el pulso de luz. 
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[C] Induccién Fotica de c-Fos ¥y Jun-b en el NSQ de Ratas Intactas 

Con la finalidad de poder establecer con mayor precision la fase del NSQ a 

nivel celular, esta parte del estudio la enfocamos a analizar la induccion fética de 

dos diferentes marcadores de activacién celular en el NSQ de ratas intactas. Esto 

se realiz6 con el propésito de determinar si existia una expresién diferencial de las 

proteinas c-Fos y Jun-b por la aplicacién de pulsos de luz en diferentes fases 

citcadianas. 

Para tal efecto, un grupo de ratas intactas (n=16) fueron alojadas en cajas de 

acrilico transparente individuales (40 x 25 x 20 cm) y bajo iluminacién roja 

constante (50 lux) fue monitoreado el ritmo de ingesta de agua por lo menos 

durante 15 dias o bien hasta que los animales exhibieran el estado estable en la 

oscilaci6n espontinea. Posteriormente fue determinado CT 12 de la forma 

previamente descrita y los animales fueron asignados aleatoriamente a los 

siguientes grupos: /7/Grupo de ratas recibid un pulso de luz en la zona de retrasos 

de fase (CT 13+), ‘2/ un grupo testigo al cual no se le administro el pulso de luz 

(CT 13-), /3; grupo que recibié el pulso de luz en la zona de avances de fase (CT 

23+), y 4 su grupo testigo que no recibio el pulso del luz (CT 23-). 

Inmediatamente después de la aplicacién del pulso de luz o bien en la hora 

circadiana establecida, los animales fueron anestesiados y prefundidos. Una vez 

obtenidos los cerebtos, estos fueron procesados de forma simultanea para la 

deteccion inmunohistoquimica para c-Fos (1:2,500) y Jun-b (1:20,000) en cl NSQ, 

de tal forma que de cada sujeto fue obtenida la expresi6n de estas dos proteinas. 

Posteriormente se realiz6 el andlisis estercoldgico en la forma descrita previamente. 

liste andlisis, que la administracién de pulsos de luz en la zona de retrasos de fase 

de Ja CRF (CT 13) produjo un incremento significativo en el numero total de 

células inmunopositivas c-Fos (Ff =8.4, p<.05) estimadas en todo el NSQ en 

relacion a animales que no recibicron pulso de luz (Tabla 2). Cuando analizamos la 
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expresiOn de esta proteina en las diferentes regiones del NSQ, encontramos que el 

incremento de c-Fos ocurri6 predominantemente en la regién ventral y central del 

nucleo (Fig. 23), la regién dorsal no exhibid cambios significativos asociados a la 

aplicaci6n del pulso de luz en CT 13. 

Tabla 2.- Resultados del analisis esterelgico de la induccién fotica de ¢-Fos y Jun-b en el NSQ de 
ratas intactas, en los que se obtuvo el Volumen de referencia (Viet), la densidad de células 
inmunopositivas (NV) y también se estimo el total de células positivas en todo el NSQ (N). Esto se 
realizé en animales que recibieron un pulso de luz en la zona de retrasos descrita de fase (CT 
13+) y en la zona de avances de fase (CT 23+) de la curva de respuestas de fase, asi como en 
animales controles que no recibieron el pulso de luz (CT 13 y CT 23, respectivamente). ¥ indica 
p<.05 entre controles y animales que recibieron pulsos de luz; T indica p<.05 entre animales con 
pulso de luz en CT 13 y CT 23. 

c-Fos 

Jun-b 

  

  

  

  

  

  

  

  

Ve. (mm’*) | NV (neuronas/mm’) N (mm’) 

CT 13 0.029 + 0.003 41927.1 + 11193.2 1257.0 + 333.3 

CT 13+ 0.026 + 0.002 115191.0 + 19906.3 3050.5 + 521.5 ¥% 

CT 23 0.027 + 0.003 60677.1 + 18224.2 1300.2 + 486.0 

CT23+ | 0.031 40.007 |  193923.6 + 36833.0 | 7766.6 + 2460.28 

CT 13 0.029 + 0.003 13628.5 +2537.7 381.8 + 36.2 

CT 13+! 0.026 + 0.002 43316.0 + 6857.8 1117.7 + 129.6% 

CT 23 0.027 + 0.003 23784.7 + 11892.0 335.5 + 107.9 

CT23+ 0.031 + 0.007 46961.8 + 11969.4 1839.5 + 673.0%       
  

16 

@
e
@
e
e
e
q
e
e
3
4
e
u
4
z
4
a
e
s
v
c
e
@
?
@
e
s
g
@
e
@
e
g
o
@
e
w
t
@
e
 

@
0
e
d
8
e
 
8
9
0



LEncontramos una tendencia similar en la expresi6n de Jun-b (Tabla 2), en 

donde el pulso de luz indujo un incremento significative (f= 24.9, p<.001) en el 

numero de células inmunopositivas, este incremento se encontro en las regiones 

ventral y central del NSQ (Fig, 24). 

En Ia hora circadiana 23, la administracién del pulso de luz también tndujo 

un incremento significativo en el numero total de células inmunopositivas a c-Fos 

(F= 5.2, p<.05) en cl NSQ en relacién a los animales que no fueron expuestos al 

pulso de luz (Tabla 2). Este incremento en la expresion predominantemente 

ocurrié en las regiones ventral y central del NSQ (Fig. 23). Ein la expresion de Jun- 

b encontramos una tendencia similar en esta hora circadiana, en donde hay un 

notorio incremento en el nimero de células inmunoreactivas (F=4.3, p<.05), pero 

este incremento solo se observé en la region ventral del NSQ (Fig. 24). 

Vale la pena mencionar que en estos experimentos la expresion de c-Fos 

inducida por el pulso de luz en la zona de avances de fase fue significativamente 

mayor (F=5.18, p<.05) al observado en la zona de retrasos de fase (CT 13). 

Mientras que la induccién f6tica de Jun-b no se observaron diferencia en las dos 

zonas de respuesta de la CRI’ bajo estudio (Tabla 2, Fig. 25). 
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Fig. 23.-. Numero de células inmunopositivas (Media + Error estandar) a ¢-Fos en las diferentes 

regiones del NSQ de ratas intactas que recibieron un pulso de luz (+) y sus controles que no 

tecibieron el estimulo fético (-) en la zona de retrasos (CT 13) y avances (CT 23) de fase de la curva 

de respuestas de fase. En los esquemas se representa al NSQ y la expresién observada en cada 

grupo de animales. % indica p<.05 entre animales controles y que recibieron el pulso de luz. 
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Fig. 24.- Numero de células inmunopositivas (Media  Exror estandar) a Jun-6 en las diferentes 

regiones del NSQ de ratas intactas que recibieron un pulso de luz (+) y sus controles que no 

recibieron el estimulo fético (-) en la zona de retrasos (CT 13) y avances (CT 23) de fase de la curva 

de ‘raspuestas de, fase.. En los esquemas se representa al NSQ y la expresién observada en cada 

grupo de.animales: # indica p<.QG entre animales controles y que tecibieron el pulso de luz. 78 
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Fig. 25.- Expresion de c-Fos y de Jun-b en NSQ de ratas Wistar. En la parte superior se muestra | 

expresion basal de estas dos proteinas bajo condiciones constantes de iluminacion roja tenue (5 
lux). En las imagenes centrales e inferiores, se muestra la induccién de estas dos proteinas po 

pulsos de luz (400 lux intensidad, 1h de duracidn) en la zona de retrasos (CT 13) y avances (CT 23 

de fase de la curva de respuestas de fase. 
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[D] Protocolo de doble pulso de luz en ratas intactas 

Con la finalidad de determinar la velocidad de reinicio del marcapasos 

citcadiano inducido por un pulso de luz, mapeando su posicién en la CRF 

implementamos y validamos un protocolo de dobles pulsos de luz, En este protocolo 

se asume que la forma inicial de la CRF se conserva por el pulso inicial, de tal forma 

que esta es utilizada para ptedecir cémo el reloj podia responder ante un segundo 

pulso de luz de la misma duracidn ¢ intensidad. 

Para elaborar este protocolo, fueron tomadas en consideracién las 

caracteristicas de la CRF por pulsos de luz pata nuestra cepa de animales (Salazar- 

Juarez y Aguilar-Roblero 1997). Esta curva se caracteriza por presentar la ligeros o 

ningun cambio entre CT 01 y CT 07, el punto de transicion a la region de retrasos 

de fase se encuentra en CT 08; esta region se extiende hasta CT 16. En CT 17 se 

observa una abrupta transicion de retrasos a avances de fase, y a partit de esta hora 

citcadiana se extiende la regién de avances de fase hasta CT 00 (para mayor detalle 

ver ANEXO 2). 

Para la implementacin este protocolo, inicialmente se realiz6 en ratas adultas 

intactas (n=64), los cuales fueron aleatoreamente asignados a uno de ocho grupos 

expetimentales. 

La primera serie de experimentos fueron disefiados para determinar el efecto 

de los pulsos de luz en la direccién del cambio de fase, por lo que decidimos trabajar 

en cl punto de transicién de la CRF en el que cambia la direccién de los cambios de 

fase para tal efecto fueron utilzados tres grupos de animales: 

@ A el primer grupo de ratas se les aplicé el primer pulso de luz en CT 

12, seguido del pulso de prueba en CT 17 (Fig. 26-Ia). En este caso se 

asumié que la aplicacién del primer pulso de luz en CT 12 indujo un 

retraso de fase "instantaneo" de aproximadamente 2 h (tal como observa 
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con la aplicacién de un pulso de luz), de tal forma que la aplicacién del 

pulso de prucba en CT 17 induciria bajo estas condiciones un retraso de 

fase en lugar del avance de fase normalmente inducido en esta hora 

circadiana. 

‘Tal como se contemplaba en la prediccién realizada, todos los 

animales de este grupo mostraron retrasos de fase (Fig. 27). Los cambios 

de fase inducidos fueron significativamente mayores (F=141.23, 

p<U.0001) a los obtenidos con un solo pulso de luz en CT 12 (156 47 

min) o CIT 15 (-95 + 9 min), ya que en esta fase normalmente son 

inducidos avances de fase (para mayor detalle ver ANEXO 2). 

@ Debido a que la aplicacién de los pulsos de luz involucraba que los 

animales fucran removidos de sus cajas de registro para ser colocados en 

el dispositivo en el que estos eran aplicados, se utilizé un grupo control 

con la finalidad de determinar los efectos de esta manipulacion sobre la 

fase del marcapaso. Pata tal efecto los animales fueron colocados en el 

dispositivo de aplicaci6n de pulsos de luz en CT 12 en el que 

permanecieron durante una hora pero no les fue administrado el pulso 

de luz (Fig. 26-Ib), posteriormente en CT 17 los animales fueron 

colocados de nueva cuenta en el dispositivo y se les administré el pulso 

de luz de la intensidad y duraci6n previamente sefialada. 

En este grupo de animales se observ6 que el cambio de fase inducido 

fue de aproximadamente 1h 11min., magnitud similar a la obtenida por 

un pulso de luz en CT 17. Con base en estas observaciones sabemos que 

la manipulacion de los animales para la administracién de los pulsos de 

luz, no tiene ningun efecto en la fase del marcapasos circadiano. 

8]
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Fig. 26.- Resumen del disefio experimental de la obtencidn de las respuestas de fase en 
animales intactos. Las barras horizontales indican el ciclo circadiano, asi como el dia yla 
noche subjetiva. En los experimentos I, I] y UI se muestra el disefio del protocolo de 
dobles pulsos de luz, en donde el ciclo circadiano se encuentra dividido de acuerdo a las 
zonas de respuesta de la CRF. Los tridngulos indican el momento en que los pulsos de 
luz fueron aplicados, el triingulo vacio indica el primer pulso de luz , mientras que el 
trringulo negro indica el pulso de prueba, en el grupo control el triangulo punteado 
indica que cl animal fue colocado en la camara de pulso de luz, pero que no recibio el 
estimulo fotico. 

@ Otro grupo de animales, recibieron el primer pulso en CI’ 23 y el 

pulso de prueba en Cl 16 (Fig. 26-Ic). En este se esperaba que la 

aplicacion del primer pulso de luz en CT 23 indujera un avance de fase 

“instantaneo" de aproximadamente 1 h 30) min., de tal forma que la 

aplicacién del pulso de prueba en CT 16 induciria un avance de fase, en 

lugar del retraso de fase normalmente inducido en esta hora citcadiana. 

De acuerdo con nuestra prediccién realizada, los dos animales bajo 

estudio mostraron avances de fase de aproximadamente 94 + 12 min 

(lig. 27), en lugar de los retrasos de fase que normalmente ocurren en 

CY 16 (91 + 8 min). Los cambios de fase exhibidos por este grupo 

fueron estadisticamente diferentes a los observados en CT 16, pero los 

cambios de fase fueron similares a los obtenidos en CT’ 17 que seria la 

fase csperada en el que el pulso de prueba fuera aplicado considerando 

que la fase del marcapaso habia sido cambiada por el primer pulso (para 

mayor detalle ver ANEXO 2). 

Por otra parte, se encontrS un incremenio en el nimero de ciclos 

transitorios en los animales que recibieron dobles pulsos de luz en comparacion de 

los animales que recibieron un pulso de luz (F= 20.74, p<0.05), 
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Fig. 27.- Respuestas de fase individuales (circulos) de ratas intactas en el protocolo de doble pulso 

de luz, en la figura A se muestran a los animales que recibieron el primer pulso de luz en CT 12 y el 

pulso de prueba en CT 17. En la grafica B se muestran los cambios de fase exhibidos por los sujetos 

que recibieron el primer pulso de luz en CT 23 y el pulso de prueba en CT 16. La CRF predicha 

por un pulso (triangulo vacio) esta indicado por Ia linea continua. La CRF predicha para el pulso de 

prueba (tridngulo negro) considerando que el primer pulso habia cambiado la fase del marcapaso, 
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esta indicada por la linea punteada. 

En la segunda serie de experimentos se trato de discernir el intervalo 

minimo tequerido para cambiar la fase del marcapaso, para tal efecto se utilizaron 

dos grupos de ratas intactas, siguiendo el protocolo del experimento Ia. 

@ FE] primer grupo de estos recibié el primer pulso de luz en CT 15 y el 

pulso de prueba en CT 17 (Fig. 26-Ila). Mientras que otro grupo de ratas 

recibieron el primer pulso de luz 30 min. después, es decir, en CT 15.5 y 

el pulso de prucba en CT 17 (Fig, 26-IIb). 

Estos grupos experimentales mostraron tendencias similares. En donde 

mostraton cambios en la direccién del cambio de fase inducido por el 

pulso de prueba en CT 17 cuando los animales fueron expuestos al 
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primer pulso de luz en CT 15 0 CT 15.5 (Hig, 28). En el primer caso los 

retrasos de fase fueron de -210 + 40 min, mientras que para los segundos 

los retrasos de fase fueron de -219 + 17 min. La magnitud de estos 

cambios de fase fueron significativamente diferentes a los inducidos por 

pulsos tnicos de luz en CT 14 y CT 16. Cabe hacer mencidn que la 

magnitud de los cambios de fase obtenidos en estos dos grupos de 

animales fueron similares a los obtenidos en el experimento previo del 

gtupo CT 124+ 17. 

En cuanto al numero de ciclos transitorios requeridos por estos grupos de 

animales. lin este caso no se observaron diferencias significativas en comparacion de 

los transitorios exhibidos por pulsos tinicos de luz a estas mismas horas circadianas. 

Pero en comparacion al grupo CT 12 + CT 17, los transitonios requeridos por este 

grupo fueron menotes (para mayor detalle ver ANEXO 2). 

Finalmente, en la tercera serie de experimentos fueron disefiados para 

determinar cl efecto de los dos pulsos de luz en la magnitud del cambio de fase, por 

lo que se utilizaron tres grupos de animales. 

@ El primer grupo de ratas recibieron dos pulsos de luz que producen 

cambios de fase en la misma direccién, es decir, ambos pulsos se 

administraron en la zona de retrasos de fase. LI} primer pulso se 

administr6 en CT 12 y el pulso de prueba en CT 16 (Fig. 26-IIa). Kn 

este grupo se observé que todos los sujetos fueron inducidos retrasos de 

fase de mayor magnitud (-246 + 17 min) en comparaci6n a los inducidos 

pot un solo pulso de luz en CT 12, como en CT 16 (F=35.31, p<0.0001). 

@ Un segundo grupo de animales recibieron pulsos de luz que producen 

cambios de fase con diferente direccién. 1] primer pulso se aplicé en CT 

12 hora circadiana que corresponde a la zona de retrasos de fase, 
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mientras que el pulso de prueba se aplicd en CT 22 que corresponde a la 

zona de avances de fase (Fig. 26-IIIb). 
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Fig. 28,- Respuestas de fase individuales (circulos) de ratas intactas en el protocolo de doble 

pulso de luz, en la figura A se muestran a los animales que recibieron el primer pulso de luz en CT 

15 y el pulso de prueba en CT 17. En la grafica B se muestran los cambios de fase exhibidos por 

los sujetos que recibieron el primer pulso de luz en CT 15.5 y el pulso de prueba en CT 17. La 

CRF predicha por un pulso (triangulo vacio) esta indicado por la linea continua. La CRF predicha 

para el pulso de prueba (triangulo negro) considerando que el primer pulso habia cambiado la fase 

del marcapaso, esta indicada por la linea punteada. 

En estos encontramos que seis de los 8 animales de este grupo 

mostraron avances de fase (Fig. 29) con una magnitud ligeramente 

menor a los cambios inducidos por un pulso de luz en CT 22 (110 + 8 

min). Los dos animales restantes mostraron retrasos de fase que van de 

30 y 60 minutos respectivamente, hasta 2 horas. 
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@ El ultimo grupo de ratas recibicron pulsos de luz que inducen 

cambios de fase con direccién opuesta, pero en este caso el primer pulso 

fue aplicado en CT 23, hora circadiana que corresponde a la zona de 

avances de fase; mientras que el pulso de prueba se aplicd en CT 08, la 

cual forma parte de la zona de retrasos de fase (Fig. 26-IlIc). 

De este grupo 7 de los 8 animales mostraton retrasos de fase 

ligeramente mayores (-88 £ 44 min; Hig. 29) a los obtenidos con un pulso 

de luz en CT 08 (-56 + 5 min). Solo un sujeto de este grupo mostro un 

inusual avance de fase de 180 min. 

Hstos grupos de animales mostraron incrementos significativos en cuanto al 

numero de ciclos transitorios requeridos con relacion a los animales que recibieron 

un solo pulso de luz en la regién de avances y de retrasos de fase. 
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Fig. 29.- Respuestas de fase individuales (circulus) de ratas intactas en el protocolo de 

doble pulso de luz, en la figura A se muestran a los animales que recibieron cl primer pulso 

de luz en CT 12 y el pulso de prueba en CT 16 0 en CT 22. En la grafica B se muestran los 

cambios de fase exhibidos por los sujetos que recibieron el primer pulso de luz en CT 23 y 

el pulso de prueba en CT 08. La CRF predicha por un pulso (teidngulo vacio) esta indicado 

por la linea continua. Ia CRF predicha para el pulso de prueba (tridngulo negro) 

considerando que el primer pulso habia cambiado la fase del marcapaso, esta indicada por 

la linea punteada. 
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Respuestas de Fase en Ratas con 

Transplante de NSQ en el III V 

[A] Respuestas de fase a nivel conductual 

Un total de 15 animales recibieron transplante de NSQ en el IIIV, lo cual 

fue corroborado mediante la detecci6n inmunohistoquimica de fibras y neuronas 

inmunopositivas a VIP (Figs. 30 y 31). 

Inicialmente fueron estudiadas las respuestas de fase por pulsos de luz en 

las dos zonas de respuesta de la CRF a nivel conductual. Para tal efecto los 

animales transplantados fueron asignados de forma aleatoria a dos grupos, por lo 

que 5 sujetos recibieron un pulso de luz en la zona de retrasos de fase (CT 13) y 

6 sujetos recibieron un pulso de luz en la zona de avances de fase (CT 23) de la 

forma descrita previamente. 

Para cuantificar el efecto del transplante de NSQ sobre las respuestas de fase 

inducidas por pulsos de luz, comparamos la magnitud y la direccién de los cambios 

de fase inducidos en animales intactos contra los animales con transplante de NSQ 

en el ITTV en las dos horas circadianas bajo estudio. En CT 13 la aplicacién del pulso 

de luz indujo retrasos de fase en ambos grupos de animales, la magnitud de los 

cambios de fase observados fueron similares entre los animales transplantados y los 

intactos (l'abla 3, Figs. 32 y 33). Por el contrario, en CT 23 encontramos que los 

cambios de fase inducidos en los animales transplantados difieren tanto en la 

direccién, como en la magnitud del cambio de fase inducido en ratas intactas. La 

aplicacién de pulsos de luz en CT 23 a los animales intactos produce avances de fase 

(Figs. 32 y 33), mientras que en los animales transplantados fueron inducidos en 

todos los casos rettasos de fase, este cambio entre sujetos intactos y transplantados 

es estadisticamente significativo (F=18.10, p<.0001). 
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Fig. 30.- Fotografias de un sujeto representativo que recibid transplante de NSQ en el TIIV. En el 

cual se muestra el NSQ transplantado (a) y el NSQ hospedero (b). En estas también se muestra la 

expresion de c-Fos y Jun-b inducidas por un pulso de luz en la zona de avances de fase (CT 13) de la 

curva de respuestas de fase. 89



  

  

     c-Fos 

Fig. 31.- Fotografias de un sujeto representativo que recibié transplante de NSQ en el TIV. En el 

cual se muestra el NSQ transplantado (a) y el NSQ hospedero (b). En estas también se muestra la 

expresion de c-Fos y Jun-b inducidas por un pulso de luz en la zona de avances de fase (CT 23) de la 

curva de respuestas de fase. 
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Tabla 3.- Magnitud de los cambios de fase inducidos (Media + Error estandar) por 

pulsos de luz en la zona de retrasos (CT 13) y avances (CT 23) de fase de la curva de 

respucstas de fase en ratas intactas y en ratas que recibieron transplante de nucleo 

supraquiasmatico en el tercer ventriculo (I-NSQ HHIL4. ¥ indica p< .05 entre animales 

intactos y teansplantados. 

  

  

CT 13 CT 23 

INTACTOS -02636" + UOKO7™ +01851= + OOP10" 

T- NSQ INV -O3h40™ + UUR48m | -03034m + OOM46m We     
Con la finalidad de determinar si los cambios de fase observados en estos 

animales transplantados se debia al orden de aplicacion de los pulsos de luz, se 

utilizaron los animales con transplante de NSQ en el ILIV restantes y mediante un 

disefio contrabalanceado se realizé la administracion de los pulsos de luz. En este, 

dos animales recibié un pulso de luz en CT 13 de la misma intensidad y duracion 

antes mencionada, aproximadamente 20) dias después de Ja aplicacién del primer 

pulso de luz, estos mismos animales recibieron un pulso de luz en CY 23. Los dos 

animales restantes recibieron un pulso de luz en CT 23, y aproximadamente 20 dias 

después les fue aplicado otro pulso de luz en CY 13. 

Los cambios de fase obtenidos con este disefio experimental fueron analogos 

en cuanto a su diteccién y magnitud, a los mencionados previamente; por lo que 

descartamos la posibilidad de que el orden de administracion de los pulsos de luz 

tuvicran algun efecto sobre los cambios de fase mostrados por animales con 

transplante de NSQ en el ITTV. 

Ademas en las dos horas circadianas bajo estudio, se observé que tos animales 

transplantados requitieron un mayor numero de ciclos transitorios (f= 16.32, 

p<.U001) para adquinir el estado estable en oscilacién esponténea en comparacion a 

los animales intactos (Tabla 4). 
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Fig. 32.- Actogramas representativos de los cambios de fase inducidos por pulsos de luz en 

la zona de retrasos de fase (CT 13) y en la zona de avances de fase (CT 23) de dos animales 

que recibieron transplante de NSQ en el ITV. 
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Tabla 4.- Numero de ciclos transitorios (Media + Error estandar) requeridos para alcanzar el 

estado estable, posterior a la aplicacién de pulsos de luz en la zona de retrasos (CT 13) y 
avances (CT 23) de fase de la curva de respuestas de fase en ratas intactas y en ratas que 
recibieron transplante de nicleo supraquiasmatico en el tercer ventriculo (T-NSQ I/1). *® 

indica p<.05 entre animales intactos y transplantados. 
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Fig. 33.- Direccién y magnitud de los cambios de fase inducidos por pulsos de luz en ratas con 

transpiantes de NSQ en el LV (barras) en las dos zomas de respuestas de la curva de respuestas 
de fase, CT 13 (barra negra) y en CT 23 (barra gris). Con fines comparativos se muestra la curva 
de respuestas de fase en ratas intactas (linea) 
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[B] Respuestas de fase a nivel celular 

Se tealizé el andlisis estereolégico de la expresién de c-Fos y Jun-b en el NSQ 

hospedero y en el NSQ transplantado de este grupo de animales que recibicron 

transplante de NSQ en el tetcer ventriculo (n=8). 

Con la finalidad de establecer los efectos del NSQ transplantado sobre las 

respuestas de fase a nivel celular, se compat6 la expresién de c-Fos y de Jun-b en el 

NSQ hospedero de este grupo transplantado contra animales intactos. 

En este grupo encontramos que la administraci6n de pulsos de luz durante la 

noche subjetiva indujo la expresiOn de la proteina c-Fos en el NSQ hospedero (Fig, 

30 y 31). 

La administracion de pulsos de luz en CT 13 indujo un incremento 

significativo (F=8.23, p<.05) en el nimero total de células inmunopositivas a c-Fos 

estimadas en todo el NSQ hospedero en relacién a los animales intactos (Tabla 5). 

Mientras que en CT 23 la aplicacién del estimulo indujo una expresion similar entre 

ambos grupos de animales (labla 5). 

En relacion a la distribucién espacial de las células inmunopositivas a Fos 

dentro del NSQ hospedero, se encontrd que la aplicacién del estimulo fouco en CT 

13 indujo un incremento significativo (F=7.82, p<.05) en las regiones ventral y 

central del NSQ hospedero de los animales que recibieron el transplante de NSQ en 

puls de luz en esta 

misma hota circadiana (Fig, 34). En CT 23 la distribucién espacial de las células 

inmunopositivas en el NSQ hospedero fue similar a la observada en animales 

intactos (Fig.34). 

En cuanto a la expresién de Jun-b en el NSQ hospedero, encontramos que la 

aplicacién de pulsos de luz durante la noche subjetiva induce la expresion de esta 

proteina en el NSQ hospedero de los animales que recibieron transplante de NSQ 

en el HI V (Fig, 30 y 31). 
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Tabla 5.- Resultados del andlisis esterelogico de la induccidn fotica de ¢Fos en el NSQ de 

ratas intactas INTACTAS) y en el NSQ hospedero de ratas que recibieron un transplante de 

NSQ en cl tercer ventriculo (T- NSQ TITV), en los que se obtuvo cl Volumen de referencia 

(Viet), la densidad de células inmunopositivas (NV) y también se estimo el total de células 

positivas en todo el NSQ (N). Esto se realiz6 en animales que recibicron un pulso de luz en 

la zona de retrasus de fase (CT 13+) y en la zona de avances de fase (CT 23+) de la curva de 

respuestas de fase. % indica p<.05 entre el grupo transplantado y el intacto. 

  

  

  

  

CT 13 

V.-,(mm’) NV (neuronas/mm’) N (mm’) 

INTACTAS 0.0263 + 0.0023 115191.0 + 19906.3 3050.5 + 521.5 

T- NSQ WIV 0.0402+ 0.00681 183507 + 19830.9 7619.9 + 1504.2 ¥ 

CT 23 

INTACTAS 0.0313 + 0.0074 193923.6 + 36833.0 7166.6 + 2460.2 

T- NSQ WV 0.0363 + 0.01852 171094 + 8955.3 7350.1 + 515.8         
En el andlisis estereolégico de la expresion de Jun-b en el hospedero de estos 

animales transplantados se encontrd que la induccién fotica de esta proteina fue 

similar a la observada en animales intactos, tanto en el numero de células 

inmunopositivas estimadas en todo el NSQ (I ‘abla 6), como en la distribucion 

espacial de las células positivas a Jun dentro del NSQ en las dos horas circadianas 

bajo estudio (Fig. 35). 

Con la finalidad de establecet las respuestas de fase en el NSQ transplantado, 

también se realizé el andlisis estereologico de la induccién fotica de c-Fos y Jun-b en 

los animales con transplante de NSQ en el ITTV. 

Los tesultados obtenidos en cl NSQ transplantado fucron contrastados contra 

resultados pteviamente mencionados en el NSQ hospedero de estos mismos 

animales. ‘También fueron contrastados contra animales intactos que recibieron un 

pulso de luz en la misma hora citcadianas y contra animales intactos que no 

recibicron el estimulo fotico. 
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Tabla 6.- Resultados del anilisis esterelogico de la induccién fotica de Jun-b en el NSQ de ratas 

intactas INTACTAS) y en el NSQ hospedero de ratas que recibieron un transplante de NSQ en 

el tetcer ventriculo (T- NSQ IIIV), en los que se obtuvo el Volumen de referencia (Vref), la 

densidad de células inmunopositivas (NV) y también se estimo el total de células positivas en todo 

el NSQ (N). Esto se realiz6 en animales que recibieron un pulso de luz en la zona de retrasos de 

fase (CT 13+) y en la zona de avances de fase (CT 23+) de la curva de respuestas de fase. 

indica p<.05 entre el grupo transplantado y el intacto. 

  

  

  

  

CT 13 
V.«(mm’) | NV (neuronas/mm’) N (mm’) 

INTACTOS 0.0263 + 0.0023 43316.0 + 6857.8 1117.7 + 129.6 

T- NSQ IHV 0.04024 0.00681 43055.6 + 34864.4 1242.3 + 332.4 

CT 23 

INTACTOS 0.0313 + 0.0074 46961.8 + 11969.4 1839.5 + 673.0 

T- NSQ HHV 0.0363 + 0.01852 43750 + 491.1 1835.9 + 173.2         
Fn el andlisis del NSQ transplantado encontramos un marcado decremento 

en el nimero total de células inmunopositvas a c-Fos (F= 17.7, p<.005) en 

comparacién del NSQ hospedero (Tabla 7), en la dos fases circadianas bajo estudio 

(Fig. 30 y 31). De igual forma, cl numero de células inmunoreactivas a esta proteina 

en el NSQ transplantado (Tabla 7) fue significativamente inferior al encontrado en el 

NSQ de ratas intactas que recibieron el pulso de luz y al de ratas intactas a !as que no 

les fue administrado el pulso de luz en esta hora citcadiana (Tabla 2). Siendo que en 

ratas intactas ia administracién de pulsos de luz duianie la woche subjetiva induce la 

expresién de esta proteina en el NSQ, observandose la maxima induccién de esta 

proteina en la zona de avances de fase. Por el contrario en el NSQ transplantado no 

se observé induccién fética de c-Fos, ademas el nimero de células inmunopositivas 

a Fos fue inferior en la zona de avances de fase (CT 23), que en la zona de retrasos 

de fase (C1' 13). 
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Fig. 34.- Numero de células inmunopositivas (Media + Error estdndat) a c-Fos en las diferentes 
regiones del NSQ hospedero de ratas intactas (a), que recibieron transplantes de corteza en el IIIV 
(8), y transplante de NSQ en el IIIV (0, a los cuales se les administré un pulso de luz en la zona de 
retrasos (CT 13) y avances (CT 23) de fase de la curva de respuestas de fase. En los esquemas se 
representa al NSQ y la expresién observada en cada grupo de animales. * indica p<.05 diferencias 
significativas entre animales transplantados e intactos. 

CT 13 ww 

  

CT 23 2 

  

  

Fig. 35.-_ Numero de células inmunopositivas (Media + Error estindar) a Jun-6 en las diferentes 
regiones del NSQ hospedero de ratas intactas (a), que recibieron transplantes de corteza en el ITTV 
(6), y transplante de NSQ cn el TITV @, a los cuales se les administré un pulso de luz en la zona de 
tetrasos (CT 13) y avances (CT 23) de fase de la curva de respuestas de fase. En los esquemas se 
representa al NSQ y la expresion observada en cada grupo de animales. # indica p<.05 diferencias 
significativas entre animales transplantados e intactos. 
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Esta misma tendencia se observ6 en la induccién fotica de Jun-b en las dos 

zonas de respuesta de Ja CRF en el NSQ transplantado (Fig. 30 y 31), en donde el 

numero total de células inmunopositivas a Jun-b del transplante fue 

significativamente inferior al encontrado en el NSQ hospedero, al de animales 

intactos que recibieron un pulso de luz y al de ratas intactas a las que no les fue 

administrado el pulso de luz (Tablas 2, 6 y 8). 

Tabla 7.- Resultados del anilisis esterelégico de la induccién fotica de c-Fos en el NSQ transplantado 

en el tercer ventriculo, en los que se obtuvo el Volumen de referencia (Vref), la densidad de células 

inmunopositivas (NV) y también se estimo el total de células positivas en todo el NSQ (N). Esto se 

realiz6 en animales que recibieron un pulso de luz en la zona de retrasos de fase (CT 13) y en la zona de 

avances de fase (CT 23) de la curva de respuestas de fase. W indica las diferencias significativas (p<.05) 

contra el NSQ hospedero de estos mismos animales, ratas intactas que recibieron un pulso de luz 

(Intacto +) y que no les fue administrado el estimulo fético (Intacto -). 

  

  

  

CT 13 V,, (mm’) NV (neuronas/mm’) N NS Intacto | Intacto 
Os; + - 

T-NSQ HV | 0.0276 + 0.0058 3044.1 + 1899.5 100.8 + 57.6 * * * 

CT 23 

T-NSQ HV | 9.0168 + 0.0074 520.8 29.7 * * *               
Tabla 8.- Resultados del anilisis estereldgico de la induccién fética de Jun-b en el NSQ transplantado en 

el tercer ventriculo, en los que se obtuvo el Volumen de referencia (Vref), la densidad de células 

inmunopositivas (NV) y también se estimo el total de céluias pusitivas eu iudy el NSQ GN). Esto se re 

en animales que recibieron un pulso de luz en la zona de retrasos de fase (CT 13) y en la zona de avances 

de fase (CT 23) de la curva de respuestas de fase. % indica las diferencias significativas (p<.05) contra el 

NSQ hospedero de estos mismos animales, ratas intactas que recibieron un pulso de luz (ntacto +) y que 

no les fre administrado el estimula fAticn Mnracto -\ 

  

  

  

      

          

CT 13 V7, (mm’) NV(neuronas/mm’) N Nop Intacto Intacto 

T-NSQ HIV | 0.0276 + 0.0058 | 14055.8 + 1462.3 411.6 117.4 * * * 

CT 23 | | 

T-NSQ IIIV | 0.0168 + 0.0074 | 10167.7 + 2793.9 | 142.6 + 43.1 * * * 
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Respuestas de Fase en Ratas con 

Transplante de Corteza en el III V 

[A] Respuestas de fase a nivel conductual 

Un total de 9 animales recibieron transplante de corteza cn el IITV, lo cual 

fue corroborado mediante la deteccién inmunohistoguimica de neuronas y fibras 

positivas a VIP. Se observaron algunas ncuronas dispersas dentro del transplante 

inmunopositivas a VIP de forma ovoide y poliédricas (semejando a neuronas 

piramidales), pero en ninguno de los sujetos fueron observados cimulos de 

neuronas o fibras inmunopositivas a VIP caracteristicos en los animales que 

recibicron transplante de NSQ (ig. 36 y 37). De estos sujetos fueron obtenidas las 

respuestas de fase por pulsos de luz sobre el ritmo de ingesta de agua, en las dos 

zonas de respuesta de la CRF. 

Con la finalidad de cuantificar el efecto de transplantes de tejido que no 

posee la capacidad de generar oscilaciones citcadianas autosostenidas, sobre las 

respuestas de fase inducidas por pulsos de luz a nivel conductual; compatamos la 

magnitud y la direccién de los cambios de fase inducidos en las ratas que 

recibieron transplante de corteza en el IITV contra ratas intactas. 

La administraci6n de pulsos de luz en la zona de retrasos de fase indujo 

cambios de fase con direccion adecuada en los animales que recibieron transplante 

de corteza (Fig. 38), la magnitud de los cambios de fase inducidos en este grupo de 

animales fueron similares a los observados en ratas intactas (I'abla 9). De igual 

forma, encontramos que la aplicacién de pulsos de luz en la zona de avances de 

fase indujo cambios de fase en todos los animales transplantados con la misma 

direccién y similar magnitud a la observada en animales intactos (Fig, 39). 
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Fig. 36.- Fotografias de un sujeto representativo que recibié transplante de corteza en el 
tercer ventriculo. En el cual se muestra el tejido transplantado (T) y el NSQ hospedero (A). 

En estas también se muestra la expresion de VIP (a) y de c-Fos (b) inducida por un pulso de 
luz en la zona de retrasos de fase (CT 13) de la curva de respuestas de fase. 
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Fig. 32.- Fotografias de un sujeto representativo que recibid transplante de corteza en el tercer 
ventriculo. En el cual se muestra el tejido transplantado (a) y cl NSQ hospedero (b). En estas 

también se muestra la expresion de células y fibras inmunopositivas VIP en el NSQ hospedero y la 
ausencia de este cimulos de este tipo de células en el transplante. De igual forma se muestra la 

expresién de c-Fos y de Jun-b inducidas por un pulso de luz en la zona de avances de fase (CT 23) 
de Ja curva de respuestas de fase. La T indica el tejido transplantado y la H el NSQ hospedero. 
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Tabla 9.- Magnitud de los cambios de fase inducidos (Media + Error estandar) por 
pulsos de luz en la zona de retrasos (CT 13) y avances (CT 23) de fase de la curva de 

respuestas de fase en ratas intactas y en ratas que recibieron transplante de corteza en el 
tercer ventriculo (I-Co HIV). 

  

  

CT 13 CT 23 

INTACTOS 02°36" + QOMOT™ +01851™ + 00410" 

T- Co WIV -02>09™ + 0O'22— | +0137" + 00009"     
  

En relact6n al numero de ciclos transitorios requeridos para alcanzar el 

estado estable en la nueva fase, no se encontraron diferencias significativas entre 

los animales con transplante de corteza en el III V y los animales tntactos (Tabla 

10). 

Tabla 10.- Numero de ciclos teansitorios (Media + Error estandar) requeridos para alcanzar el 
estado estable, posterior a la aplicacidn de pulsos de luz en Ja zona de retrasos (CT 13) y 
avances (CT 23) de fase de la curva de respuestas de fase en ratas intactas y en ratas que 
recibieron transplante de corteza en el tercer ventriculo (T-Co HIV). 

  

  

CT 13 CT 23 

INTACTOS 17+0.39 2740.61 

T- Co tiv 25 £0.26 4.0 £0.25     
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Fig. 38.- Actogramas representativos de los cambios de fase inducidos por pulsos de luz en la 

zona de retrasos de fase (CT 13) y en la zona de avances de fase (CT 23) de dos animales que 

recibieron transplante de Corteza en el HIV. 
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Fig. 39.- Direccién y magnitud de los cambios de fase inducidos por pulsos de luz en ratas con 

transplantes de Corteza en el IITV (barras) en las dos zonas de respuestas de la curva de 
respuestas de fase, CT 13 (barra negra) y en CT 23 (barra gris). Con fines comparativos se 
muestra la curva de respuestas de fase en ratas intactas (linea) 

[B] Respuestas de fase a nivel celular 

En este grupo de animales transplantados, también se realiz6 el estudio 

estereologico de la expresién de c-Fos y de Jun-b en el NSQ hospedero y en el 

tejido transplantado (n= 8). Para establecer los efectos asoctados a la presencia del 

transplante de corteza en el TITV sobre las respuestas de fase a nivel celular, se 

contrast6 la induccidn fotica de estas proteinas en el NSQ hospedero de los 

animales transplantados contra la de animales intactos. 

En general encontramos que la administraci6n de pulsos de luz durante la 

noche subjectiva induce la expresién de la proteina c-Fos en el NSQ hospedero de 

los animales que recibieron el transplante de corteza (Fig. 36 y 37) . 

La administraci6n de pulsos de luz en la zona de retrasos de fase produjo un 

inctemento significativo (F= 9.14, p<.05) en el numero total de células 
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inmunopositivas a Fos estimadas en todo el NSQ hospedeto en telacién a los 

intactos (l'abla 11). Este incremento ocurrié exclusivamente en la region ventral 

del NSQ hospedero (Fig. 40). Por el contrario, en la zona de avances de fase la 

expresion de c-Fos en estas ratas con transplante de corteza, fue similar a la 

encontrada en el NSQ de animales intactos, tanto en el nimero total de células 

inmunopositivas estimadas en todo el nicleo (l'abla 11), como en la distribucién 

espacial de estas (Hig. 40). 

Tabla 11.- Resultados del andlisis estereldgico de la induccidn fética de e-Fos cn el NSQ de 
ratas intactas (INTACTAS), y en el NSQ hospedero de ratas que recibieron transplantes de 
corteza en cl tercer ventriculo (T- Co HI}, en los que se obtuvo el Volumen de referencia 
(Viet), la densidad de células inmunopositivas (NV) y también se estimo el total de células 

positivas en todo cl NSQ (N). Esto se realizé en animales que recibieron un pulso de luz en 
la zona de retrasos de fase (CT 13+) y en la zona de avances de fase (CT 23+) de la curva de 

respuestas de fase. %W indica p<.05 entre el grupo transplantado y el intacto. 

  

  

      
  

  

CT 13 

Vie. (mm’) NV (neuronas/mm’) N (mm’) 

INTACTAS 0.0263 + 0.0023 115191.0 + 19906.3 3050.5 + 521.5 

T- Colliv 0.0474 + 0.00083 126389 + 18711.4 5970.0 + 627.8 ¥ 

CT 23 

INTACTAS 0.0313 + 0.0074 193923.6 + 36833.0 7166.6 + 2460.2 

T- Co HIV 0.0387 + 0.00422 141493 + 27866.6 6326.3 + 1448.6       
  

Debido a que la induccion f6tica de Jun-b fue estudiada unicamente en dos 

sujetos que recibieron transplante de Corteza en el ITV, no fue posible realizar el 

andlisis estadistico de los datos, por lo que solamente se hara mencidn de una 

tendencia general. En relacién a la foto induccién de la proteina Jun-b, 

encontramos que la administracién de pulsos de luz durante la noche subjetiva 
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indujo la expresién de esta proteina en el NSQ del hospedero (Fig. 36 y 37). En 

donde el numero total de células inmunopositivas, fue similar al encontrado en 

animales intactos en las dos horas circadianas bajo estudio (Tabla 12). De igual 

forma, la distribucién espacial de las células inmunoreactivas fue similar entre el 

grupo transplantado y el grupo de animales intactos (Fig. 41). 

Tabla 12.- Resultados del andlisis esterelégico de la induccién fética de Jun-b en el NSQ de 

ratas intactas (INTACT-A5), y en el NSQ hospedero de ratas que recibieron transplantes de corteza 
en el tercer ventriculo (T- Co HIT, en los que se obtuvo el Volumen de referencia (Vref), la 

densidad de células inmunopositivas (NV) y también se estimo el total de células positivas en todo 
el NSQ (N). Esto se realiz6 en animales que recibieron un pulso de luz en Ja zona de retrasos de 
fase (CT 13+) y en la zona de avances de fase (CT 23+) de la curva de respuestas de fase. ¥ 

indica p<.05 entre el grupo transplantado y el intacto. 

  

  

      
  

  

CT 13 

V...(mm’)  |NV (neuronas/mm’) N (mm’) 

INTACTOS 0.0263 + 0.0023 43316.0 £ 6857.8 1117.7 + 129.6 

T- Co HIV 0.0474 + 0.00083 21527.8 991.1 

CT 23 

INTACTOS 0.0313 + 0.0074 46961.8 + 11969.4 1839.5 + 673.0 

T- Co HIV 0.0387 + 0.00422 3263839 1616.6       
  

Con la finalidad de establecer las respuestas de fase en el sejido 

transplantado, también se realizé el andlisis estereoldgico de la induccién fotica de 

c-Fos y Jun-b en este grupo de animales con transplante de corteza. Los resultados 

obtenidos en el tejido transplantado fueron contrastados contra los resultados 

previamente mencionados en el NSQ hospedero de estos mismos animales. 

También fueron contrastados contra animales intactos que tecibieron un pulso de 

luz en la misma hora citcadianas y contra animales intactos que no recibieron el 

estimulo fético. 
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Fig. 40.-- Namero de células inmunopositivas (Media + Error estandar) a ¢-Fos cn las diferentes 
regiones del NSQ hospedero de ratas intactas (a) y que recibieron transplantes de corteza en el 

NIV (6), a los cuales se les administré un pulso de luz en la zona de retrasos (CT 13) y avances (CT 
23) de fase de la curva de respuestas de fase. En los esquemas se representa al NSQ y la expresion 

observada en cada prupo de animales. % indica p<.05 diferencias significativas entre animales 
transplantados e intactos. 
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Fig. 41.- Numero de células inmunopositivas (Media + Error estandar) a Jun-b en las diferentes 
regiones del NSQ hospedero de ratas intactas (a) y que recibieron transplantes de corteza en el 
ILIV @), a los cuales se les administro un pulso de luz en la zona de retrasos (CT 13) y avances (CT 
23) de fase de la curva de respuestas de fase. En los esquemas se representa al NSQ y la expresién 

observada en cada grupo de animales. ¥ indica p<.05 diferencias significativas entre animales 
transplantados e intactos. 
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En el analisis del tejido transplantado encontramos un marcado decremento 

en el numero total de células inmunopositvas a c-Fos (F= 26.3, p<.001) y a Jun-B 

en comparacién del NSQ hospedeto, cuando el pulso fue administrado en CT 13 

(Fig, 36). De igual forma, el miimero de células inmunoreactivas a estas dos 

proteinas en el tejido transplantado fue significativamente inferior al encontrado en 

el NSQ de ratas intactas que tecibieron el pulso de luz y de ratas intactas a las que 

no les fue administrado el pulso de luz en esta hora circadiana (Tabla 2, 13 y 14). 

Tabla 13.- Resultados del andlisis estereldgico de la induccién fética de ¢-Fos en el tejido transplantad 

en el tercer ventriculo, en los que se obtuvo el Volumen de referencia (Vref), la densidad de célula 

inmunopositivas (NV) y también se estimo el total de células positivas en todo el NSQ (N). Esto s 

realiz6 en animales que recibieron un pulso de luz en la zona de retrasos de fase (CT 13) y en la zona d 

avances de fase (CT 23) de la curva de respuestas de fase. # indica las diferencias significativas (p<.05 

contra el NSQ hospedero de estos mismos animales, ratas intactas que recibieron un pulso de lu 

(Intacto +) y que no les fue administrado el estimulo fotico (Intacto -). 

  

  

  

CT 13 Vi (mam) NV (neuronas/mm’) N NSQ_ | Intacto | Intacto 
Hosp + - 

T-CO HIV | 0.0224 + 0.0084 1594.4 26.2 * * * 

CT 23 

T-CO IHV | 0.0265 + 0.0087 620.0 20.9 * * *               
Esta misma tendencia fue observada en el tejido transplantado en el grupo 

de animales que recibieron el pulso de luz en CT 23 (Fig.37). En donde el numero 

total de células inmunopositivas a c-Fos y a Jun-b en el transplante fue 

significativamente inferior al encontrado en el NSQ hospedero, al de animales 

intactos que tecibieron un pulso de luz y al de ratas intactas a las que no les fue 

administrado el pulso de luz (Tabla 2, 13 y 14). 
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Tabla 14.- Resultados del andlisis estereldgico de la induccién fotica de Jun-b en el tejido transplantad 

en el tercer ventriculo, en los que se obtuvo cl Volumen de referencia (Vret), la densidad de célula 

inmunopositivas (NV) y también se estimo el total de células positivas cn todo el NSQ (N). Esto s 

realiz6 en animales que recibieron un pulso de luz en la zona de retrasos de fase (CT 13) y en la zona d 

avances de fase (CT 23) de la curva de respuestas de fase. ¥ indica las diferencias significativas (p<.05 

contra el NSQ hospedero de estos mismos animales, ratas mtactas que recibicron un pulso de lu 

(Intacto +) y que no les fue administrado el estimulo fotico (Intacto -). 

  

    
  

  

            
  

CT 13 Vut (mm’) NV(neuronas/mui') N NSQ_ | Intacto | Intacto 
Hosp + - 

T-CO INV | 0.0224 + 0.0084 2954.9 + 1232.6 71.6 + 37.3 * * * 

CT 23 

T-CO IV | 0.0265 + 0.0087 | 12737.4 + 10722.0 219.2 £ 100.4 * * * 
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Respuestas de Fase en Ratas con 
Transplante de NSQ en el VL 

[A] Respuestas de fase a nivel conductual 

Un total de 17 animales recibieron transplante de NSQ en el VL, lo cual fue 

cotroborado mediante la deteccidn inmunohistoquimica de células y fibras positivas 

a VIP. En todos los sujetos de este grupo fueron claramente identificados uno o dos 

cumulos de neuronas y fibras positivas a VIP (Fig. 42 y 43). 

En este grupo de animales transplantados en el VL fueron obtenidas las 

tespuestas de fase inducidas por pulsos de luz en las dos zonas de respuesta de la 

CRF sobre el ritmo de ingesta de agua. Para tal efecto 6 sujetos de este grupo 

transplantado recibieron un pulso de luz en la zona de retrasos de fase y 4 sujetos 

recibicron un pulso en la zona de avances de fase. Pata cuantificar el efecto del 

transplante de NSQ sobre las respuestas de fase inducidas por pulsos de luz, fueron 

compatados tanto la magnitud, como la direccién de los cambios de fase inducidos 

en los animales con transplante de NSQ en el VL contra animales intactos. 

Lin la zona de retrasos de fase (CT 13) la administraci6n de pulsos de luz 

indujo retrasos de fase con magnitudes similares ambos grupos de animales (Fig. 44 

y 45). Mientras que la aplicacién de pulsos de luz en la zona de avances de fase (CT 

23) los cambios de fase inducidos en los animales transpiantados difieren tanto en ia 

direcci6n, como en la magnitud del cambio de fase a los observados en animales 

intactos (Fig. 45). Ya que en esta fase circadiana, los pulsos de luz en animales 

intactos normalmente son inducidos avances de fase, mientras que en los animales 

transplantados fueron inducidos retrasos de fase en todos los casos, ('=18.1, 

p<.0001; Fig, 45). 
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NSQ Transplantado 

NSO Hospedero 

ara 

Fig. 42.- Fotografias de un sujeto representativo que recibid transplante de NSQ en el 
ventriculo lateral. En el cual se muestra el tejido transplantado (T) y el NSQ hospedero. En 

estas también se muestra la expresion de VIP dentro del transplante, asi como la expresion 
de c-Fos y de Jun-b inducida por un pulso de luz en la zona de retrasos de fase (CT 13) de 
la curva de respuestas de fase. CC indica cuerpo calloso. 
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NSQ Transplantado 

VIP NSQ Hospedero 
oe 

c-Fos 

  

Jun-b   
Fig. 43.- Fotografias de un sujeto representativo que recibid transplante de NSQ en el 

ventriculo lateral. En el cual se muestra el tejido teansplantado (T) y el NSQ hospedero. En 

estas también se muestra la expresién de VIP dentro del transplante, asi como la expresion 

de c-Fos y de Jun-b inducida por un pulso de luz en la zona de avances de fase (CT 23) de la 

curva de respuestas de fase. VL= ventriculo lateral, S= septum. 
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Tabla 15.- Magnitud de los cambios de fase inducidos (Media + Error estandar) por pulsos 
de luz en la zona de retrasos (CY 13) y avances (CT 23) de fase de la curva de respuestas en 
ratas intactas y en ratas que recibieron transplante de nucleo supraquiasmatico en el 

ventriculo lateral (T-NSQ VL) % indica p<.05 entre estos dos grupos de animales 
transplantados. 

  

  

CT 13 CT 23 

INTACTAS -02b36" + OOLO7™ +0151" + OOh10™ 

T- NSQ VL -03"00" + 00h28m -03>30™ + OUR26" Fe     
  

‘Tambien se determino el efecto del orden de la aplicaci6n de los pulsos de 

luz, sobre los cambios de fase inducidos en animales con transplante de NSQ en el 

VI.. Por lo que a 7 sujetos restantes de este grupo se les aplicaron pulsos de luz 

basandonos cn el disefio contrabalanceado anteriormente mencionado. En este 

encontramos que los cambios de fase fueron similares en cuanto a la direccion y la 

magnitud a los anteriormente sefialados. Con base en estos datos encontramos que 

el orden en la que son administrados los pulsos de luz no tiene ningun efecto en los 

cambios de fase obtenidos en animales con transplante de NSQ en el VL. 

En cuanto al numero de ciclos transitorios requeridos para alcanzar el estado 

estable en la nueva fase, observamos que en las dos horas circadianas bajo estudio, 

los animales transplantados mostraron un incremento significativo (F= 16.32, 

p<.0001) en el numero de ciclos transitorios en comparacién a los animales intactos 

(Tabla 16). 

Con la finalidad de determinar el efecto de la localizacién del transplante 

sobre el proceso de acoplamiento, comparamos los cambios de fase exhibidos en 

este grupo de animales con transplante de NSQ en el VI. contra el grupo de 

animales con transplante de NSQ en cl IIFV. En los parametros bajo estudio, no 

fueron encontradas diferencias significativas entre estos dos grupos de animales, ya 

que la direccion, la magnitud y el numero de ciclos transitorios fueron andlogos 
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entre ambos grupos en las dos horas circadianas en las que fueron aplicados los 

pulsos de luz (Tablas 3 y 15, 4 y 16). 
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Fig. 44.- Actogramas representativos de los cambios de fase inducidos por pulsos de luz en la 

zona de retrasos de fase (CT 13) y en la zona de avances de fase (CT 23) de dos animales 
representativos que recibieron transplante de NSQ en el VL. 
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Fig. 45.- Direccién y magnitud de los cambios de fase inducidos por pulsus de luz en ratas con 
transplantes de NSQ en el VI. (barras) en las dos zonas de respuesta, de la curva de respuestas de 
fase, CT 13 (barra negra) y en CT 23 (barra gris). Con fines comparativos se muestra la curva de 
respuestas de fase en ratas intactas (linea) 

Tabla 16.- Numero de ciclos transitorios (Media + Error estandar) requeridos para alcanzar 
el estado estable, posterior a la aplicacién de pulsos de luz en la zona de retrasos (CT 13) y 
avances (CT 23) de fase de la curva de respuestas de fase en ratas intactas, en ratas que 
recibieron transplante de nucleo supraquiasmatico en el ventriculo lateral (T-NSQ VI). ¥ 
indica p<.05 entre estos dos grupos de animales 

  

  

CT 13 CT 23 

INTACTAS 1.7 +0.39 2.7+0.61 

T- NSQ VI. 5.6 +035 % 67 +046 ¥   

[B] Respuestas de fase a nivel celular 

  

En este grupo transplantados también se realiz6 el analisis estereologico de la 

expresion de c-Fos y Jun-b en el NSQ hospedero y del NSQ transplantado (n= 8). 
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Para cstablecer los efectos del transplante de NSQ en el VL sobre las 

respuestas de fase por pulsos de luz a nivel celular en el NSQ hospedero, fue 

contrastada la induccién fética de c-Fos y de Jun-b de este grupo transplantado 

contra la de animales intactos. 

En general observamos que la administraci6n de pulsos de luz durante la 

noche subjetiva induce la expresin de estas dos proteinas en este nucleo 

hipotalamico (Fig. 42 y 43). 

En la induccién f6tica de estas dos proteinas en el NSQ_hospedero, 

observamos que la aplicacién de pulsos de luz indujo un numero similar de células 

inmunopositivas estimadas en los animales transplantados y en los animales intactos 

(Tablas 17 y 18) en las dos fases circadianas bajo estudio. Ademas, no fueron 

detectadas diferencias en la distribucién espacial de las células positivas a estas dos 

prfoteinas entre el NSQ hospedero de los animales transplantados y los animales 

intactos. 

Para determinar los efectos de la localizacién del transplante de NSQ sobre 

las respuestas de fase a nivel celular, se comparé la induccién de c-Fos y de Jun-b en 

el NSQ hospedero de animales que recibieron el transplante en el VL, contra el 

gtupo transplantado en el TITV. 

En las dos horas circadianas bajo estudio se encontro que la induccidn fética 

de c-Fos en el micleo hospedero de estos grupos transplantados fue similar en 

cuanto al numero total de células positivas a estas proteinas estimadas en el todo el 

NSQ hospedero (Tablas 5, 6, 17 y 18). Pero, al analizar la distribucién espacial de las 

células inmunopositivas, observamos que los animales con transplante de NSQ en el 

VI. presentaban un decremento significativo en el nimero de células positivas a c- 

Fos en la region ventral del nicleo, tanto en CT 13 (F= 2.9, p<.05), como en CT 23 

(F= 8.5, p<.05), en comparacién de los animales que recibieron transplante de NSQ 

en el IITV (Fig. 46). 
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Tabla 17,- Resultados del andlisis esterelégico de la induccién fotica de c-Fos en el NSQ hospedero de ratas 
mtactas y transplantes de NSQ en el ventriculo lateral (T-NSQ VL), en los que se obtuvo el Volumen de 
referencia (Vid), la densidad de células inmunopositivas (NV) y también se estimo el total de células positivas 

en todo el NSQ (N). Esto se realizé en animales que recibieron un pulso de luz en la zona de retrasos de fase 

(CT 13) y en la zona de avances de fase (CT 23) de la curva de respuestas de fase. 

  

  

CT 13 

Viet (m3) NV (neuronas/mm’) N 

INTACTAS 0.0263+ 0.0023 115191.0 + 19906.3 3050.5 + 521.5 

T-NSQ VL 0.0335 + 0.0084 128038 + 30106.6 4630.1 + 1660.9   
  

CT 23 

  

INTACTAS 0.0313 + 0.0074 193923.6 + 36833.0 7166.6 + 2460.2 
  

T-NSQ VI.   0.03353 + 0.00385   152691 + 27570.8   5339.8 + 1281.9 
  

Tabla 18.- Resultados del andlisis esterelogico de la induccién fotica de Jun-b en el NSQ hospedero de ratas 
intactas y transplantes de NSQ en el ventriculo lateral (T-NSQ VL), en los que se obtuvo el Volumen de 

referencia (Vref), la densidad de células inmunopositivas (NV) y también se estimo el total de células positivas 
en todo el NSQ (N). Esto se realizé en animales que recibieron un pulso de luz en la zona de retrasos de fase 
(CT 13) y en la zona de avances de fase (CT’ 23) de la curva de respuestas de fase. 

  

  

  
  

  

  

CT 13 

Vries (mm!) NV (neuronas/mm’) N 

INTACTAS 0.0263+ 0.0023 43316.0 + 6857.8 1117.7 + 129.6 

T-NSQ VL 0.0335 + 0.0084 20225.7 + 5635.5 707.3 + 234.4 

CT 23 

INTACTAS 0.0313 + 0.0074 46961.8 + 11969.4 1839.5 + 673.0 

T-NSQ VI 0.03353 + 0.00385 24305.6 + 10215.4 877.7 + 387.8       
117



CT 13 so Ventral Central Dorsal 

4007 | 
  

  

  

2000   
  

    
1000 

  

                            

  

      
  

CT 23 500 

  

  
  

          

  

  

  

                            

  

        
  
  

a b 

Fig. 46.- Numero de células inmunopositivas (Media + Error estandar) a ¢-Fos en las diferentes 
regiones del NSQ hospedero de ratas con transplante de NSQ en el HIV (a) y que recibteron 
transplantes de NSQ en el VL (6), a los cuales se les administrd un pulso de luz en la zona de 
retrasos (CT 13) y avances (CT 23) de fase de la curva de respuestas de fase. En los esquemas se 
representa al NSQ y la expresién observada en cada grupo de animales. # indica p<.05 diferencias 
entre estos dos grupos de animales transplantados. 
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Fig. 47.- Numero de células inmunopositivas (Media + Error estandar) a Jun-b en las diferentes 
tegiones del NSQ hospedero de ratas con transplante de NSQ en el HIV (a) y que recibieron 
transplantes de NSQ en el VL (6), a los cuales se les administrd un pulso de luz en la zona de 
retrasos (CT 13) y avances (CT 23) de fase de la curva de respuestas de fase. En los esquemas se 
tepresenta al NSQ y la expresién observada en cada grupo de animales. 118  



De igual forma, la induccién fética de Jun-b en el NSQ hospedero de estos 

dos grupos que recibieron transplante de NSQ en dos cavidades diferentes, fue 

similar tanto en cl numero total de células inmunopositivas estimadas en todo el 

micleo hospedero (Tabla 18), como en la distribucién espacial de las células positivas 

dentro del nucleo (Iig. 47). Esta tendencia se obsetvd en las dos horas circadianas 

bajo estudio. 

Con la finalidad de establecer las respuestas de fase en el NSQ transplantado, 

también se realiz6 el andlisis estereolégico de la induccidn fética de c-Fos y Jun-b en 

los animales con transplante de NSQ en cl VL. Los resultados obtenidos en el NSQ 

transplantado fueron contrastados con los resultados previamente mencionados del 

NSQ hospedero de estos mismos animales. También fueron contrastados contra 

animales intactos que recibieron un pulso de luz en la misma hora citcadiana y 

contra animales intactos que no tecibieron el estimulo fotico. 

En el analisis estereolégico del NSQ transplantado no encontramos 

induccion fotica por la aplicacién de pulsos de luz en C'l 13, de hecho se observé 

un marcado decremento en el ntimero total de células inmunopositvas a c-Fos 

(F=4.9, p<.001) y a Jun-B (F=11.7, p<.005) en comparacién del NSQ hospedero, al 

de ratas intactas que recibieron el pulso de luz y al de ratas intactas a las que no les 

fue administrado el pulso de luz en esta hora circadiana (Tablas 19 y 20). 

Usta misma tendencia fue obscrvada en el NSQ transplantado en el grupo de 

animales que recibieron el pulso de luz en CT’ 23. En donde el numero total de 

celulas inmunopositivas a c-Fos y a Jun-b en el NSQ transplantado fue 

significativamente inferior al encontrado en el NSQ hospedero, al de animales 

intactos que recibieron un pulso de luz en esta hora citcadiana y al de animales 

intactos a las que no les fue administrado el pulso de luz (abla 19 y 20). 
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Tabla 19.- Resultados del anilisis esterelogico de la induccién fética de c-Fos en el NSQ trasnplantado 

en el ventriculo latecal (T-NSQ VL), en los que se obtuvo ef Volumen de referencia (Vee), la densidad de 

células inmunopositivas (NV) y también se estimo el total de células positivas en todo el NSQ (N). Esto 

se realizd en animales que recibieron un pulso de luz en la zona de retrasos de fase (CT 13) y en la zona de 

avances de fase (CT 23) de la curva de respuestas de fase. ¥ indica las diferencias significativas (p<.05) 

contra el NSQ hospedero de estos mismos animales, ratas intactas que recibieron un pulso de luz (Intacto 

+) y que no les fue administrado el estimulo fético (Intacto -). 

  

            

  

CT 13 
V,. (mm) NV (neuronas/mm’) N NSQ | Intacto | Intacto 

Hosp + - 

T-NSQ VL 0.0183 + 0.0020 9673.9 + 4317.4 154.5 + 35.8 * * * 

CT 23 

T-NSQ VL 0.0303 + 0.0157 5850.4 + 2290.1 210.7 + 115.9 * * *               

Tabla 20.- Resultados del andlisis estereldgico de la induccién fética de Jun-b en el NSQ trasnplantado en 

el ventriculo lateral (T-NSQ VL), en los que se obtuvo el volumen de referencia (Vret), la densidad de células 

inmunopositivas (NV) y también se estimo el total de células positivas en todo el NSQ (N). Esto se realiz6 

en animales que recibieron un pulso de luz en la zona de retrasos de fase (CT 13+) y en la zona de avances 

de fase (CT 23+) de la curva de respuestas de fase. # indica las diferencias significativas (p<.05) contra el 

NSQ hospedero de estos mismos animales, ratas intactas que recibieron un pulso de luz (Intacto +) y que 

no les fue administrado el estimulo fético (Intacto -). 

CT 13 

  
  

  

  

  

| V,.. (mm!) | NV (neuronas/mm’) | N | NSQ | Intacto | Intacto 
(x 10°) Hosp + : 

T-NSQ VL G.V183 = 0.0020 : 1857.7 4 624.32 | 1545+ 358 * | * | * 

CT 23 

T-NSQ VL | 0.0303 + 0.0157 | 1844.3 + 1091.1 210.7 + 115.9 | * | * | * 
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Respuestas de Fase en Ratas Pinealectomizadas 

y con Transplante de NSQ en el VL 

[A] Respuestas de fase a nivel conductual 

In este experimento fueron utilizados 4 sujetos, los cuales recibieron 

transplante de NSQ en el VI. y que posteriormente se les realiz6 la exéresis de la 

glandula pineal. I.a presencia del NSQ fue corroborada mediante la deteccion 

inmunohistoquimica de cumulos de neuronas y fibras positivas a VIP dentro del 

transplante (Fig. 48). La verificaci6n histologica de las pinealectomias se realizd 

visualmente en el momento en el que fueron obtenidos los cerebros y en todos los 

sujetos fue extirpada la pineal en su totalidad. 

Debido a que los principales efectos producidos por los transplantes de NSQ 

en las respuestas de fase a pulsos de luz fueron encontrados en la zona de avances de 

fase, fue estudiada exclusivamente esta zona de la CRF en los sujetos 

pinealectomizados y con transplante de NSQ en el ventriculo lateral. 

Con la finalidad de establecer la participacién de la pineal sobre el proceso de 

acoplamiento, comparamos los cambios de fase exhibidos en este grupo 

transplantado y ptinealectomizado contra los observados en los sujetos que 

unicamente recibicron el transplante de NSQ en el VL. Un factor comun entre estos 

dos grupos de animales fue la direccién del cambio de fase inducido por el pulso de 

luz en CT 23 (Fig. 49), en donde ambos grupos mostraron un cambio de fase con 

direcci6n opuesta a los encontrados en animales intactos y con transplante de 

cotteza (Fig. 50), es decir, ambos respondieron con un retraso de fase. Pero al 

comparar la magnitud del cambio de fase (Tabla 21), encontramos que los animales 

pinealectomizados exhibian retrasos de fase estadisticamente de menor magnitud 

que los animales que recibieron unicamente el transplante de NSQ (F=18.1, 

p<.0001). 
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NSQ Transplantado 

  

NSQ Hospedero 

Fig. 48.- Fotografias de un sujeto representative que pinealectomizado que ademas recibid transplante de NSQ 

en el ventniculo lateral. En el cual se muestra el tejido transplantado (1) y el NSQ hospedero. Fn estas también 

se muestra la expresion de VIP dentro del transplante, asi como !a expresion de c-Fos y de Jun-b inducida por 
un pulso de luz en la zona de avances de fase (CT 23) de la curva de respuestas de fase. CC= Cuerpo calloso. 
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Fig, 49.- Actogramas representativos de los cambios de fase inducidos por pulsos de luz en la 

zona de avances de fase (CT 23) de un animal representativo, que recibié transplante de NSQ 

en el VL {actograma superior) y que posteriormente fue pincalectomizado (actograma 

inferior). 
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Tabla 21.- Magnitud de los cambios de fase inducidos (Media + Error estandat) por pulsos de luz 
en la zona de avances (CT 23) de fase de la curva de respuestas de fase en ratas que recibieron 
transplante de nucleo supraquiasmatico en el ventriculo lateral (T-NSQ VL) y en ratas 
pinealectomizadas con transplante de nucleo supraquiasmatico en el ventriculo lateral (T-NSQ VL 
+ Px) # indica p<.05 entre las ratas con transplante en el VL contra las ratas pinealectomizadas. 

  

  

CT 23 

T- NSQ VL -03°30" + 00°26" 

T- NSQ VL + -01°30" + 00°31" ¥   
Px 

En cuanto al numero de ciclos transitorios, también encontramos diferencias 

entre estos grupos de animales, en donde los animales pinealectomizados mostraron 

un decremento estadisticamente significativo (F=16.3, p<.0001) en el numero de 

ciclos transitorios en compatacién de los animales que recibieron tinicamente el 

transplante de NSQ en el VL (Tabla 22). 

Tabla 22.- Numero de ciclos transitorios (Media + Error estandar) requeridos para alcanzar el 
estado estable, posterior a la aplicacién de pulsos de luz en la zona de avances de fase (CT 23) de la 
curva de respuestas de fase en ratas que recibieron transplante de nticleo supraquiasmatico en el 
ventriculo lateral (T-NSQ VL) y pinealectomizadas con transplante de nucleo supraquiasmatico en el 
ventriculo lateral (T-NSQ VL + Px). % indica p<.05 entre las ratas con transplante en el VI. contra 
las ratas pinealectomizadas. 

CT 23 

T- NSQ VL 6.7 £0.46 

  

T- NSQ VL + Px 4.2 +062 ¥   
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Fig. 50.- Direccién y magnitud de los cambios de fase inducidos por pulsos de luz en ratas 

Pinealectomizadas y con transplantes de NSQ en el VL (barras). Con fines comparativos sc 

muestra la curva de respuestas de fase en ratas intactas (linea) 

[B/] Respuestas de fase a nivel celular 

En este grupo pinealectomizados se realizé el analisis estereoldgico de la 

induccién fética de c-Fos y de Jun-b, tanto en el NSQ hospedero, como en el NSQ 

transplantado. Con la finalidad de establecer los efectos de la pinealectomia sobre 

las respuestas de fase a nivel celular, los resultados de este grupo pincalectomuzados 

fueron contrastados contra el grupo de animales que unicamente tecibieron 

transplante de NSQ en el VL. 

Al igual que en las respuestas de fase a nivel conductual, unicamente fueron 

obtenidas las respuestas de fase exclusivamente en la zona de avances de fase de la 

CRE. 

En general se observé que la administracién de pulsos de luz en la zona de 

avances de fase (CT 23) indujo la expresién de c-Fos y Jun-b en el NSQ hospedero 

de estos animales pinealectomizados (Fig. 48). 
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E] anidlisis estereolégico de este grupo de animales revelo, que la induccion 

fética de c-Fos en el NSQ hospedero fue similar a la encontrada que unicamente 

tecibieron transplante de NSQ en el VL, tanto en el numero total de células 

estimadas en todo el nticleo hospedero (Tabla 23), como en la distribucion espacial 

de las células dentro del nucleo (Fig. 51). 

Tabla 23.- Resultados del andlisis estereldgico de la induccién fética de ¢-Fos (a) y Jun-6 (b) en el 
NSQ hospedero de ratas que recibieron un transplante de NSQ en el ventriculo lateral (T-NSQ VL) y 
animales pinealectomizados con transplantes de NSQ en el ventriculo lateral (T-NSQ VL +Px). En 

estos se obtuvo el Volumen de referencia (Vref), la densidad de células inmunopositivas (NV) y también 
se estimo el total de células positivas en todo el NSQ (N). Esto se realiz6 en animales que recibieron 

un pulso de luz en la zona de avances de fase (CT 23) de la curva de respuestas de fase. 

  

  

  
  

  

  

a 
; N 

Vier (mm?) NV (neuronas/mm') 

T-NSQ VL 0.03353 +0.00385} 152691 + 275708 5339.8 + 1281.9 

T-NSQ VL+ Px | 0.04466+0.00365| 155122 + 14081.8 6919.8 + 738.4 

b 

Vier (mm?) NV (neuronas/mm’) |N 

T-NSQ VL 0.03353 + 0.00385} 24305.6 + 10215.4 877.7 + 387.8 

T-NSQ VL+ Px | 0.04466 0.00365 | 32291.7 + 5717.2 1403.1 + 144.4         

En relacién a la induccién fética de Jun-b en CT 23, observamos una 

tendencia similar en la induccién de c-Fos, en donde los no fueron encontradas 

diferencias significativas entre estos dos grupos de animales, tanto en el numero total 

de células inmunopositivas en el NSQ hospedero (l'abla 23), como en la distnibuci6n 

regional de las células (Fig. 52). 
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Fig. 51.- Numero de células inmunopositivas (Media + Error estandar) a ¢-Fos en las diferentes 

tegiones del NSQ hospedero de ratas con transplante de NSQ en ef VI. (a) y tatas 

pinealectomizadas con transplantes de NSQ en el VL (6), a los cuales se les administrd un pulso de 

luz en la zona de avances (CT 23) de fase de la curva de respuestas de fase. En los esquemas se 

representa al NSQ y la expresién observada en cada grupo de animales. 
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Fig, 52.-- Numero de células inmunopositivas (Media + Error estandar) a Jun-b en las diferentes 

regiones del NSQ hospedero de ratas con transplante de NSQ en el VL (a) y ratas 

pinealectomizadas con transplantes de NSQ en el VL (6), a los cuales se les administré un pulso de 

luz en la zona de avances (CT 23) de fase de la curva de respuestas de fase. Hin los esquemas se 

representa al NSQ y la expresién observada en cada grupo de animales. 

Fueton obtenidas las respuestas de fase en cl NSQ transplantado, mediante el 

andlisis estercoldgico de la induccién fética de c-Fos y Jun-b en los animales 

pinealectomizados con transplante de NSQ en el VI. en la zona de avances de fase 

de la CRF. los resultados obtenidos en el NSQ transplantado fueron contrastados 

contra los resultados previamente mencionados en el NSQ hospedero de estos 

127



mismos animales. También fueron contrastados contra animales intactos que 

recibieron un pulso de luz en la misma hora citcadianas y contra antmales intactos 

que no tecibieron el estimulo fotico. 

En este andlisis observamos que la aplicacién de pulsos de luz CT 23 no 

indujo la expresién de estas proteinas en el NSQ transplantado, de hecho 

encontramos un marcado decremento en el nimero total de células inmunopositvas 

a c-Fos (F=7.9, p<.005) y a Jun-B (F=4.3, p<.05) en comparacion su propio NSQ 

hospedero, al de ratas intactas que recibicron el pulso de luz y al de ratas intactas a 

las que no les fue administrado el pulso de luz en esta hora circadiana (Tabla 24). 

Pero no se detectaron diferencias en el ntimero de células positivas a c-Fos y a Jun-b 

en el NSQ transplantado de los animales pinealectomizados y los que recibieron 

unicamente transplante de NSQ en el VL. 

Tabla 24.- Resultados del andlisis esterelégico de la induccién fotica de «Fos (a) y Jun-b (b) en el 

NSQ trasnplantado en el ventriculo lateral de animales que también fueron pinealectomizados. Se 

obtuvo el Volumen de referencia (Vie), la densidad de células inmunopositivas (NV) y también se 

estimo el total de células positivas en todo el NSQ (N). En Ja zona de avances de fase (CT 23) de la 

curva de respuestas de fase. 

  

                

a 

V.,@nm) | NV (neuronas/mm’) N NSQ | Intacto | Intacto 
Hosp + - 

T-NSQ VL + Px | 0.0214 + 0.0042 11063.9 + 6936.5 181.8 + 66.4 * * * 

1 
D 

T-NSQ VL + Px | 0.0214 + 0.0042 1447.8 + 978.0 23.34 9.1 * * * 
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DISCUSION 
seo 

Estudios Preliminares en Ratas Intactas 

[B] Determinacion de c-Fos como marcador de fase 

En los estudios preliminares determinamos que la dilucién 6ptima de 

anticucrpo fue 1:2,500, debido de que a esta concentracion del anticuerpo primario 

los niveles de la marca se mantienen a niveles elevados (JOR) mientras que el fondo 

disminuye de forma notable. Ademas, en los experimentos de inmunoadsorci6n se 

encontré que concentraciones bajas de antigeno son suficientes para la bloquear la 

expresion de c-Fos en el NSQ, con lo que corroboramos que el anticuerpo anti-c- 

Fos utilizado es especifico, ya que no se encontraron evidencias de reacci6n cruzada 

con otros miembros de esta misma familia de genes de expresién temprana. 

En la induccion fotica de c-Fos en el NSQ, encontramos que la expresion de 

esta proteina varia en funcidén de la hora circadiana en la que es administrado el pulso 

de luz, durante cl dia subjetivo no se observé la induccién fética de esta proteina, ya 

el mimero de células inmunopositivas fue similar a jos niveles basales, mientras que 

la aplicaci6n de pulsos de luz durante la noche subjetiva indujo un notono 

incremento en la expresi6n de Fos en el NSQ, de hecho Ja induccién en fa zona de 

avances de fase (CT 23) fue mayor a la obsctvada en la zona de retrasos de fase. Los 

resultados previamente mencionados coinciden observaciones realizadas por otros 

grupos de investigacién (Schwartz et al. 2000). Lo cual nos sugiere que la maxima 

d de 4.1 1 induccién de c Fos nor pulsos de luz es obtenida en la zona de avances de fase de la por f 

curva de respuestas de fase. 

Ademdas, mediante este mismo protocolo pudimos determinar que de las 

estructurtas del sistema nervioso central que patticipan en el procesamiento de 

informacion fotica, la unica que responde diferencialmente a la luz es el nucleo 

supraquiasmatico del hipotélamo, lo cual nos sugiere que esta respuesta depende 
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exclusivamente de las caracteristicas funcionales de las neuronas marcapaso que 

conforman este nucleo hipotalamico. 

Con base a las caracteristicas de la expresi6n de c-Fos dentro del NSQ 

concluimos que la induccién fética de esta proteina es una estrategia eficiente para 

determinar la fase del marcapaso circadiano en ratas, ya que su induccidn varia de 

acuerdo a la fase en la que es admministrado el estimulo fético. 

[B] Induccion Fotica de c-Fos y Jun-b en el NSQ de Ratas Intactas 

En la induccién fotica de los productos de los genes c-fos y jun-b durante la 

noche subjetiva, observamos que hay una mayor expresién de c-Fos, que de Jun-b 

en el NSQ de ratas (Fig, 29). En estos experimentos se también observamos que la 

induccién fdtica de c-Fos es dependiente de la fase circadiana en la que es 

administrado el estimulo, ya que la expresién de esta proteina en CT 13 y CT 23 

difiere. Ein tanto que la expresién de Jun-b fue similar en las dos fases circadianas 

bajo estudio. 

En cuanto a la distribucién espacial de las células inmunopositivas dentro del 

NSQ, en CT 13 encontramos que ambas proteinas se expresan en las regiones 

ventral y central del NSQ; en CY 23 encontramos diferencias en la expresion de 

estas proteinas, c-Fos se expresd en las tegiones ventral y central del nucleo, 

mientras que Jun-b se expresd predominantemente en la regién ventral del NSQ. 

[in estos experimentos observamos una tendencia similar en la expresién de c- 

Fos que en el experimento previo, en donde la administracién de pulsos durante la 

noche subjetiva produce cambios en la expresién de esta proteina, que se observaton 

como tncrementos en al numero de células inmunopositivas a c-Fos, siendo mayor la 

expresion de esta preotina en la zona de avances de fase (CT 23), que en la zona de 

retrasos de fase (CT 13). Estas observaciones concuerdan con las realizadas por 

ottos grupos de investigacién (Rusak et al. 1992; Rea et al. 1993; Schwartz et al. 

2000), por lo que es posible que la maxima induccién de esta proteina se alcance por 
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la administraci6n de pulsos de luz en la fase circadiana en donde cl reloj es 

susceptible a avanzar su fase. Ademas, el analisis estereol6gico realizado en el 

presente estudio, nos ofrece la ventaja de permitirnos discernir con mayor precision 

las regioncs del NSQ en las que esta ocurriendo dicho cambio en la expresion, 

nuestros datos muestran que la inducci6n fotica de esta proteina durante cstas fases 

circadianas ocurre predominantemente en la region ventral y central del NSQ, 

observaciones que se semejan con lo descrito en la literatura, ya que en estas 

regiones del NSQ convergen las terminales del tracto retino hipotalamico (Mikkelsen 

et al. 1994), 

Mediante esta estrategia también pudimos establecer que la proteina Jun-b 

también es fotoinducible en el NSQ durante la noche subjetiva, pero en este caso su 

exptesion es similar en la zona de retrasos de fase a la zona de avances, resultados 

similares han sido reportados por otros grupos de investigacion (Kornhauser ct al. 

1992, Guido et al. 1999). Ademas, en relacién a la distribuci6n de las células 

inmunopositivas a Jun-b dentro del NSQ encontramos que las regiones de maxima 

expresion difieren en las dos horas circadianas bajo estudio. En donde la induccién 

de esta proteina se encontré en las regiones ventral y central del NSQ cuando el 

pulso se administré en la zona de retrasos de fase (CT 13), mientras que en la zona 

de avances de fase la induccién se observé en la regi6n ventral del NSQ. 

Estos experimentos se realizaron con la finalidad de establecer si a través la 

induccion fética de estas proteinas podia establecerse con mayor precision la fase del 

oscilador hipotalamico. Debido a que el NSQ muestra una expresién similar de Jun- 

b en las dos fases estudiadas, consideramos que la induccion fotica y deteccién de las 

ptoteinas c-Fos y Jun-b en el NSQ de ratas, no es una estrategia optima para 

establecer la fase del marcapasos de forma precisa. De forma alternativa, esto se 

podria lograr realizando este protocolo pero detectando la expresi6n de los 

productos de los genes perl y mper2, es bien sabido que estos dos genes reloj son 

fotoinducibles, pero un aspecto interesante en su induccién por pulsos de luz es que 
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mPert es inducido durante toda la noche subjetiva, mientras que #Per2 unicamente es 

inducido durante el inicio de la noche subjetiva (Zilka et al. 1998), debido a que estos 

muestran una induccion diferencial es posible que a través de estos pueda ser 

establecido la fase del oscilador con mayor exactitud. 

[D] Protocolo de doble pulso de luz en ratas intactas 

Ein todos los experimentos realizados encontramos que los cambios de fase 

coincidieron con las predicciones elaboradas en la CRF. 

De los experimentos elaborados en el punto de transici6n de la CRF (primera 

serie de experimentos) observamos un incremento significativo en la magnitud de 

los cambios de fase, por lo que bajo esta condiciones hay efecto aditivo en respuesta 

a los pulso luz. 

La manipulacion de los animales para la administracion de los pulsos de luz no 

tuvo ningun efecto en la fase del ritmo, ya que nuestro grupo control exhibid 

cambios de fase de la misma direcci6n y magnitud a la observada en animales que 

unicamente recibieron un pulso de luz en CT 17. 

En los experimentos en los que estudiamos el lapso necesario para lograr el 

reinicio del marcapaso (segunda serie de experimentos), observamos que un lapso de 

90 minutos entre el inicio de ambos pulsos de luz es suficiente para reiniciar el NSQ. 

La aplicactén de pulsos de luz que inducen cambios de fase con direccion 

opuesta (tercera serie de experimentos) no tienen un efecto aditivo. Nuestros 

resultados muestran que si el intervalo entre ambos pulsos de luz es menor a 5 horas, 

el efecto de ambos pulsos de suma, mientras que si el intervalo es mayor a 8 horas, el 

efecto del primer pulso de luz es anulado por el efecto del segundo pulso de luz. 

Mediante estos experimentos corroboramos que los cambios de fase inducidos por 

dos pulsos de luz concuerdan con las predicciones elaboradas en la CRF con un 

pulso de luz, lo cual es evidente en los dos experimentos en el punto de transicién, 
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por lo que esta estrategia es adecuada para monitorear la posicién del oscilador 

cuando este es reiniciado por pulsos de luz. Para mayor detalle ver ANEXO 2. 

RESPUESTAS DE FASE DE RATAS 

TRANSPLANTADAS 

[A] Ratas con transplante de NSQ en el WIV 

En las respuestas de fase a nivel conductual encontramos que los transplantes 

de NSQ en el tercer ventriculo producen respuestas de fase atipicas, nuestros 

resultados indican que cl transplante afecta el reinicio por pulsos de luz del NSQ 

hospedero predominantemente en la regién de avances de fase, en donde 

observamos que la administracion de pulsos de luz inducen cambios de fase con 

direccién opuesta (Fig. 33), lo cual también se vio manifestado en la magnitud de los 

cambios de fase obtenidos. 

Un segundo efecto importante a nivel conductual sobre los parametros bajo 

estudio, fue el incremento significativo del numero de ciclos transitorios requeridos 

por los animales que recibieron transplante de NSQ en el HIV, este incremento se 

observé en las dos horas circadianas en las que fue administrado el pulso de luz 

(Tabla 4). 

Debido a que los cambios de fase en el ritmo de ingesta de agua obtenidos en 

este grupo de animales transplantados fueron atipicos, se decidio no aplicar a estos 

sujetos el protocolo de doble pulso de luz, ya que no iba a ser posible predecit de 

forma exacta los efectos de un segundo pulso de luz, ya que estos animales no 

presentan las mismas caracteristicas en la CRF cuanto a direccion y magnitud de los 

cambios de fase inducidos que en los animales intactos en los que implementé y 

valid6 este protocolo. 
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Finalmente nuestros resultados sobre las respuestas de fase a nivel conductual 

evidencian que existe algtin tipo de interaccién entre el NSQ hospedero y el NSQ 

transplantado, de tal forma que esto se ve manifestado en las caracteristicas 

dinamicas del hospedero que tiene como consecuencia que este responda de forma 

atipica ante la administracion de pulsos de luz. 

En cuanto a los efectos del transplante de NSQ en el IITV sobre las respuestas 

de fase a nivel celular, se encontraron alteraciones en la induccién fética de c-Fos en 

el NSQ hospedero en la zona de tetrasos de fase (CT 13), en donde la presencia del 

transplante produjo un incremento significativo en el ntimero de células 

inmunopositivas a esta proteina, dicho incremento ocurrid en las tegiones ventral y 

central del NSQ hospedero. Mientras que en la zona de avances de fase (CT 23) no 

se encontraron efectos asociados a la presencia del transplante. Mientras que en la 

expresion de Jun-b en el NSQ hospedero de los animales que recibieron el 

transplante de NSQ en el TII V, los andlisis realizados no revelaron efectos asociados 

ala presencia del transplante en ninguno de los parametros estudiados, ni en las dos 

horas circadianas bajo estudio. 

Los resultados obtenidos en las respuestas de fase a nivel celular en el NSQ 

transplaniado en el IITV en donde la administracién de pulsos de luz durante la 

noche subjetiva no induce la expresién de c-Fos, ni de Jun-b en el NSQ 

transplantado cn el IIIV, nos sugieren que la ausencia de induccién de estas 

protcinas posiblemente se debe a que en el lapso de una hora la informacién 

luminosa no alcanza a activar al NSQ transplantado. 

[B] Ratas con transplante de Corteza en el WIV 

Lin los animales con transplante de corteza en el IIIV encontramos que las 

respuestas de fase pot pulsos de luz a nivel conductual no son afectadas por la 

ptesencia de un tejido que carece de la capacidad de generar oscilaciones citcadianas 

autosostenidas. Ya que ninguno de los parametros bajo estudio encontramos 
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alteracioncs asociadas al transplante de corteza, de hecho los resultados obtenidos en 

este grupo de animales fueron similares a los encontrados en ratas intactas (Vig. 39). 

Resultados que nos indican que las caracteristicas dinamicas de marcapaso 

hospedero no se ven alteradas por el transplante de corteza, por lo que los efectos 

encontrados en los demas grupos que recibieron transplantes de NSQ fetal en 

diferentes cavidades ventriculares, son especificos al tipo de tejido transplante de 

NSQ. 

En las respuestas de fase a nivel celular del NSQ hospedero el unico efecto 

asociado a la presencia del transplante de corteza fue un incremento en el numero 

total de células inmunopositivas a c-los en el NSQ hospedero inducidas por pulsos 

de luz en CT 13, las cuales se ubicaban predominantemente en la regién ventral del 

NSQ. Esta alteracion en la induccidn fotica de Fos del NSQ hospedero en CT 13, es 

un efecto comin entre los dos grupos de animales que tecibieron transplantes en el 

tercer ventriculo, lo cual nos sugieren que esto puede deberse a la distension 

ventricular producida por el transplante cn cesta cavidad, asi como a factores 

mecanicos del tejido transplantado sobre el NSQ hospedero. 

Como previamente fue mencionado, al parecer la maxima expresién de c-Fos 

en ratas intactas es obtenida por la aplicaci6n de pulsos de luz en la zona de avances 

de fase de la CRF, un nivel similar de expresién fue observado en el NSQ hospedero 

de los animales que recibicron algun tipo de transplante en el ITTV pero en CT 13. 

Esto nos sugiere que en estos animales transplantados cs esta fase circadiana se esta 

obteniendo la maxima expresién de c-Fos tanto por el estimulo fotico, como por el 

efecto mecanico producido por el transplante en el ITV. 

la ausencia de expresion de c-Fos y de Jun-b en el tejido transplantado nos 

sugiere que la administracién de pulsos de luz durante la noche subjetiva no induce 

la expresién de estas proteinas en el tejido cortical transplantado en el IIIV. 
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[D] Ratas con transplante de NSQ en el VL 

A nivel conductual observamos que aun cuando es colocado el transplante de 

NSQ en el ventriculo lateral, este tiene también tiene efectos sobre el reinicio por 

pulsos de luz del marcapaso hospedero. Es de notarse que este grupo de animales 

con transplante de NSQ_ en VL al igual que el grupo que recibid el transplante de 

NSQ en el JITV mostraron cambios de fase atipicos a nivel conductual, 

ptedominantemente en la zona de avances de fase; en donde ambos grupos 

exhibicron retrasos de fase en lugar del avance de fase que normalmente es inducido 

en esta fase circadiana (Fig. 43). 

También observamos que los transplantes de NSQ en el ventriculo lateral 

requirieron un elevado numero de ciclos transitorios para adquirir el estado estable 

en relacion a los animales intactos, en las dos horas circadianas bajo estudio. Pero en 

telaci6n a los animales que rectbieron el transplante de NSQ en el IIIV el numero de 

ciclos transitorios requeridos fueron similares entre estos grupos (Tabla 10). 

Las respuestas de fase port pulsos de luz sobre el ritmo conductual monitoreado 

de los animales que recibieron el transplante de NSQ en el VL asi como los que lo 

recibicron en el HITV, mostraron tendencias similares los diferentes parametros bajo 

estudio. Resultados que sugieren que la localizacién del transplante no tiene ningun 

efecto sobre las interacciones que puedan establecer entre el NSQ hospedeto y el 

transplantado. 

Los resultados obtenidos en este grupo transplantado en el VI. sugieren que existe 

alguin tipo de interaccién entre el NSQ hospedero y el NSQ transplantado a pesar de 

su localizacién, lo cual es evidenciado por las respuestas de fase atipicas a la luz que 

exhiben estos animales a nivel conductual. ‘Teniendo en consideraci6n la distancia 

existente entre cl hospedero y el transplantado nos sugiere que una posible forma de 

comunicacion entre ambos osciladores, sea de tipo humoral. 
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Debido a que este grupo de animales también mostraron cambios de fase atipicos 

a la luz, se decidié no aplicar el protocolo de doble pulso de luz en este grupo de 

animales. 

En las respuestas de fase a nivel celular de los animales con transplante de NSQ 

en el V1. fucron similares a las observadas en animales intactos en la expresion tanto 

de c-Fos como de Jun-b en el NSQ hospedero. Por lo que no fueron detectados 

efectos asociados a la presencia del NSQ en el VL. 

Cuando se compararon las respuestas de fase celulares de las ratas con transplante 

de NSQ en cl VI contra las de animales con transplante de NSQ cn el ITV, 

encontramos diferencias asociadas a la localizacién del transplante ya que en las dos 

horas circadianas bajo estudio, los animales con transplante en el ventriculo lateral 

exhibieron un decremento significativo en el ntiimero de células positivas a Fos en la 

region ventral del NSQ hospedero. 

In este grupo de animales con transplante de NSQ en el VI, no se observ6é en 

CY 13 el incremento en la expresién de c-Fos en la region ventral del NSQ 

hospedero, como se observé en las animales que recibieron transplante en el ITIV, 

esto posiblemente se debe a la localizacién del transplante ya que en este sitio el 

tejido transplantado no produce el efecto mecanico sobre el NSQ hospedero. 

En relacion a la induccién fética de Jun-b en el NSQ hospedero, no sc 

encontraron efectos asociados a la localizacién del transplante en ninguno de los 

parametros estudiados en las dos fases citcadianas bajo estudio. 

Estos datos nos sugieren que la administraci6n de pulsos de luz durante la noche 

subjetiva no induce la expresion de c-Fos, ni de Jun-b en el NSQ transplantado en el 

VI.. Esta ausencia en la induccién fética de células inmunopositivas a estas dos 

proteinas posiblemente se debe a que la informacién fotica no alcanza al NSQ 

transplantado. Por lo que posiblemente en el lapso de una hora la informacion 

luminosa no alcanza a activar al NSQ transplantado en el ventriculo lateral. 
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[E] Ratas Pinealectomizadas y con transplante de NSQ en el VL 

Los principales efectos asociados a la exéresis de la glandula pineal en 

animales con transplante de NSQ en el VL a nivel conductual fueron, que la 

administracion de pulsos de luz en CT 23 también indujo retrasos de fase en el ritmo 

conductual monitoreado, en lugar de los avances de fase normalmente inducidos en 

esta fase circadiana (Fig. 48); pero en este caso encontramos una disminucién 

importante en la magnitud del cambio de fase en comparacion de los retrasos de fase 

observados en los animales que unicamente recibieron transplante de NSQ en el VL 

(Tabla 15). De igual forma, observamos un decremento significativo en el numero de 

ciclos transitorios requeridos por estos animales pinealectomizados. 

Los resultados en los respuestas de fase a nivel conductual, nos sugieten que 

existe aun alguna interaccidn entre el NSQ hospedero y el NSQ transplantado, pero 

esta reduccion tanto en la magnitud de los cambios de fase como en el nimero de 

ciclos transitorios nos indica que la pineal de alguna forma esta involucrada en la 

expresién de los cambios de fase, ya que la exéresis de esta produce una disminucién 

en los efectos producidos por el transplante de NSQ. 

Lin el andlisis estereologico de la inducci6n fotica de c-Fos y de Jun-b en el NSQ 

hospedero de animales pinealctomizados y con transplante de NSQ en el ventriculo 

lateral sobre las respuestas de fase celulares, encontramos una tendencia similar a la 

obsetvada en animales que unicamente recibieron transplante de NSQ en el 

ventriculo lateral en todos los parametros estudiados, por lo que no fueron 

detectados efectos asociados a la exéresis de la pineal. 

En cuanto a las respuestas de fase celulares del NSQ transplantado de animales 

pinealectomizados, nos indican que la administraci6n de pulsos de luz durante el 

final de la noche subjetiva no induce la expresién de estas proteinas en el tejido 

transplantado en el VL. Este fue un factor comun entre todos los animales que 

recibieron transplante y nuestros resultados sugieren que independientemente de la 

localizaci6n del transplante, la informacidn fotica no logra alcanzar al tejido 
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transplantado en cl lapso de una hora. Ademas estos datos en animales 

pinealectomizados indican que la glandula pineal no participa por lo menos dentro 

de la primera hora de iniciada la aplicacién del estimulo fotico. 

Discusion General 

En el proceso de acoplamiento un oscilador con un periodo y una fase propia 

ajusta estos parametros al de otro oscilador cuyo periodo es similar al primero. la 

estabilidad de este proceso va a depender: [1] del periodo y la fase caracteristico de 

cada uno de los osciladores, los cuales deben ser distinguibles en ausencia de 

acoplamiento y [2] de la fuerza de acoplamiento que existe entre ambos osciladores 

(Pittendrigh, 1976). 

Con base en la definicién de acoplamiento previamente indicada, 3Podemos 

cousiderar que el NSO hospedero y ef NSQ transplantado se encuentran acoplados?. En el 

ptesente estudio bajo condiciones constantes los efectos del NSQ transplantado en 

el IIIV , asi como en el VL, sobre el ritmo manifiesto de ingesta de agua fueron 

ptacticamente imperceptibles, ya que se observ6 un patron tipico en todos los 

animales, lo cual nos podria sugerir la existencia de un acoplamiento unilateral, en 

donde la fase y el periodo manifiesto corresponde a uno de los dos osciladores 

(Daan y Berde, 1978), o bien que el transplante no afecta la conducta o bien no hay 

otro oscilador acoplado. Sin embargo, la influencia del transplante fue claramente 

evidenciado en este estudio sobre las respuestas de fase inducidas por pulsos de luz a 

nivel conductual, predominantemente durante la noche subjetiva tardia en donde los 

animales con transplante de NSQ mostraron respuestas de fase atipicas a la luz. 

Han sido realizados previos estudios con la finalidad de analizar la 

comunicacién entre osciladores en la expresi6n del ritmo conductual, y se ha 

encontrado que la implantaci6n de NSQ en el IITV de hamsters intactos no producia 
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cambios en la expresion del ritmo de actividad locomotora a pesar de la presencia del 

transplante, posteriormente fue lestonado el NSQ de estos mismos animales 

transplantados y no fueron detectados cambios tanto en la arquitectura del ritmo en 

oscilaci6n espontanea, como en la fase del ritmo (Philpot et al. 1989), por lo que los 

autores sugieren que el NSQ hospedero y el transplantado se encontraban 

mutuamente acoplados. Las observaciones de Philpot et al. (1989) son similares a las 

nuestras, en el sentido de que bajo condiciones de oscilaci6n espontanea no se ve 

manifestada la presencia del NSQ transplantado sobre el ritmo conductual. Pero en 

el presente trabajo, la interaccién de los dos osciladores fue evidenciado por los 

marcados cambios observados en las respuestas de fase inducidos por pulsos de luz. 

Otro parametro en el que se observé cambios asociados a la presencia de 

transplantes de NSQ, fue un notorio incremento en el numero de ciclos transitorios. 

De acuerdo con el protocolo de doble pulso de luz previamente mencionado, 

sabemos que el reinicio gradual del ritmo de ingesta de agua después de la aplicacion 

de un pulso de luz, no refleja con precision la cinética de reinicio del marcapaso ya 

que este reimicio ocurte dentro de la primera hora posterior a la aplicacién del pulso 

de luz, sino mas bien representan a una segunda entidad oscilatoria que 

gradualmente esta adquiriendo su fase con el marcapaso que lo ditige (Pittendrgh, 

1981). La presencia del transplante representa esta segunda entidad oscilatoria y por 

tal motivo observamos un incremento en el nimero de ciclos transitorios en los 

animales transplantados. 

Con base en los resultados obtenidos en los animales con transplante de 

corteza en el IIIV, sabemos que los efectos encontrados en las respuestas de fase a 

nivel conductual en los animales que tecibicron transplante de NSQ son especificos 

al tipo de tejido transplantado. Ya que los animales con transplante de corteza 

mostraron respuestas de fase similares en todos los parametros bajo estudio a las 

inducidas en animales intactos. Ademas, existen evidencias previas en donde también 

se demuestra que los transplantes de corteza no son capaces de inducir la 
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recuperacion de la funcién ritmica en animales con lesiones del NSQ_ bajo 

condiciones de oscuridad continua (Garcia-I lernandez et al. 1987). 

‘Yambién se ha demostrado que los transplantes de corteza no se acoplan con 

el NSQ hospedero, ya que el tejido de corteza transplantado no exhibe ritmicidad en 

la actividad mctabdélica y no se exptesan cambios en cl ritmo de consumo de glucosa 

del NSQ hospedero (Serviére et al. 1994). Con base a nuestras observaciones y las 

evidencias previamente sefialadas, sabemos que el proceso de acoplamiento no es 

una respuesta pasiva de los transplantes de tejido fetal, sino que son necesarias las 

células del NSQ dentro del transplante para que pueda Ilevarse a cabo el 

enfasamiento con las células del NSQ hospedero. 

Las alteraciones observadas en los diferentes paramctros estudiados en las 

respuestas de fase a nivel conductual en las ratas que recibieron transplantes de NSQ 

en las diferentes cavidades ventriculares, nos sugieren que definitrvamente existe 

algin tipo de interaccién entre el NSQ transplantado y el hospedero, a pesar de que 

esto no se ve reflejado en el petiodo del ritmo en condiciones constantes, en las 

respuestas de fase a la luz fue evidente la influencia del NSQ transplantado sobre la 

fase. Cabe destacar que este efecto no fue observado en los animales que recibieron 

transplante de corteza, ya que como anteriormente se menciond, el proceso de 

acoplamiento no es una respuesta pasiva por parte del sistema, sino que en este se 

requicre de la presencia de otra entidad osciatoria autosostenida. ‘Todas estas 

evidencias nos sefialan que el NSQ transplantado y el NSQ hospedero se encuentran 

mutuamente acoplados. 

os cambios de fase en los animales con transplante de NSQ en el HIV y en 

el VIL se caracterizaron por presentar retrasos de fase en lugar de los avances de fase 

esperados en CT 23, 3A que pueden asociarse estos cambios de fase atipicos?. Se han 

realizados estudios previos, en donde en hamsters con lesiones del NSQ y en la que 

es recuperada la funcién locomotora ritmica mediante transplantes de NSQ, han 

encontrado que la aplicaci6n de triazolam (Iz) durante el dia subjetivo no tiene 
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efectos sobre la fase del ritmo, siendo que en animales intactos la administracton de 

este farmaco durante esta fase del ciclo normalmente induce avances de fase 

(Matsumoto et al. 1996; Canbeyli et al. 1991). Sin embargo, estos animales 

transplantados continuan exhibiendo los retrasos de fase que normalmente son 

inducidos por Tz durante la noche subjetiva (Matsumoto et al. 1996). Lo que sugiere 

que el transplante de NSQ parece ser mas susceptible a estimulos que inducen 

retrasos de fase, posiblemente por una reduccidn en las aferencias al transplante. 

Las respuestas de fase atipicas, pueden deberse a que el NSQ transplantado 

actie directamente sobre el sistema efector encargado de generar la conducta del 

sistema hospedero (Fig. 53a), si establecer relaciones funcionales con el NSQ 

hospedero; o bien que el NSQ transplantado actie sobre la fase del NSQ hospedero 

a través de una interaccion directa entre el oscilador transplantado y el hospedero 

(Hig, 53b). 

Existen modelos experimentales en los que se sugiere que los transplantes de 

NSQ pucden actuar sobre el sistema efector del hospedero (Fig. 53a). Vogelbaum M. 

y Menaker M. (1992) generaron un modelo conocido como “Quimeras temporales”, 

en donde roedores de cepa silvestre con lesiones parctales de NSQ recibieron 

transplantes de NSQ de ratones mutantes tau (mutaci6n que produce un 

acortamiento en el petiodo del ritmo en oscilacién espontanea). Estas quimeras 

temporales se caracterizan por presentart patrones conductuales complejos, ya que en 

el patrén ritmico monitoreado bajo condiciones constantes eran claramente 

evidentes dos componentes ritmicos con petiodos diferentes uno del oscilador 

transplantado (cercano a 20h), y el otto del oscilador hospedero (cercano a 24h). 

Con base a estos patrones conductuales se muestra que es posible que el oscilador 

citcadiano transplantado proporcione sefiales ritmicas a las vias efectoras del sistema 

circadiano hospedero, y que la interaccién no es a nivel del marcapaso hospedero. 

Ademas se sugiere que las conexiones que establece el transplante, son 

predominantemente con el nucleo paraventricular talamico, y a este nivel es donde se 
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attiba la informacién temporal tanto del NSQ_ hospedeto, como del NSQ 

transplantado (Menaker y Vogelbaum, 1993). 
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Fig. 53.- Esquema que ilustra los posibles mecanismo de interaccién de los osciladores en el modelo 

experimental. [A] Ilustracién de la interaccién del NSQ transplantado y el sistema efector del hospedero. 

(B] Mustracidn de ta interaccién del NSQ transplantado y el NSQ hospedero, el cual tiene interaccion a su 
vez con el sistema efector, las flechas blancas indican comunicacién sinaptica y las negras indican 
comunicacian humoral Para mavor detalle ver diseusian 
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De igual forma, es posible que exista una interaccidn entre el NSQ 

transplantado y el NSQ hospedero (Fig. 53b). Las peculiaridades en las respuestas de 

fasc por pulsos de luz en los animales que recibieron transplante de NSQ se deban a 

que el NSQ transplantado es menos sensible a sefiales externas. Ya que solamente 

fueron estudiadas dos fases circadianas y es probable que el NSQ transplantado 

presente cambios de fase en diferentes intensidades de luz o bien en diferentes 

tiempos de administracidn del estimulo. 

Posiblemente el NSQ transplantado es menos sensible a la luz debido su 

localizaci6n y a que este recibe limitadas aferencias, existen evidencias anatomicas en 

donde se ha encontrado que las aferencias de la retina son escasas en el NSQ 

transplantado en relacién a las proyecciones retino-hipotalamicas de sujetos intactos 

(Aguilar-Roblero ct al. 1994, Matsumoto et al. 1996). También es posible que exista 

una comunicacion anormal entre el NSQ transplantado y el cerebro hospedero, en 

donde el transplante también tenga efectos sobre las estructuras efectoras del sistema 

citcadiano y afecten la relacion entre las sefiales de salida del hospedero y la 

respuesta de los demas elementos efectores del sistema. Es decir, es posible que las 

salidas del transplante dependan completamente se sefiales humorales, mientras que 

las del NSQ hospedero incluya una conectividad sinaptica especifica, por lo que es 

posible que esta comunicacién anormal por parte del transplante pueda generar 

vartabilidad en la fase (Aguilar et al. 1998). 

Debido a estas escasas proyecciones que recibe el NSQ transplantado, 

también es probable que este requiera una mayor intensidad luminosa para cambiar 

su fase, o bien que el pulso sea de una mayor duracién. Estos cambios de fase 

atipicos también podian deberse a que la curva de respuestas de fase a la luz se 

encucntre desfasada en comparacion de los animales intactos, de tal forma que la 

relacion de la zona de avances y retrasos de fase sea diferente que en animales 

imtactos. 
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sha localizacién del transplante es determinate para que pueda establecerse el procesa de 

acoplamiento entre el NSQ transplantado y el NSQ hospedero?. Es de notarsc, que estas 

respuestas de fase atipicas a la luz se observaton también en los animales en los que 

el transplante fue colocado en el ventriculo lateral, por lo que la localizacién del 

transplante no cs determinante para que pueda establecerse el proceso de 

acoplamiento. Estos datos son analogos a observaciones previamente realizadas cn 

nuestro laboratorio, en donde transplantes de NSQ en esta cavidad ventricular 

produce un desfasamiento en la actividad metabdlica del NSQ hospedero (Aguilar- 

Roblero ct al. 1998). Estos tesultados nos sugieren que un posible mecanismo de 

acoplamiento entre osciladores circadianos ubicados a distancia sea mediante sefiales 

difusibles (Aguilar-Roblero et al. 1994). De hecho existen evidencias en donde la 

recuperacién de la funcidn ritmica en animales pteviamente lesionados, es alcanzada 

mediante transplantes en donde el NSQ transplantado se encuentra aislado mediante 

una capa poliménica semipermeable, la cual previene el crecimiento de proyecciones 

neurales, pero que permite la difusién de sefiales humorales (Silver et al. 1996). Por 

lo que también es posible que el proceso de acoplamiento entre osciladores pueda 

llevarse a cabo de esta misma forma. 

éla glandula pineal participa en el proceso de acoplamiento?. En el grupo de 

animales que tecibieron transplante de NSQ en el ventriculo lateral y que 

posteriormente fueron pincalectomizados, sc encontraron cambios en las respuestas 

de fase por luz que sugieren que la glandula pineal participa en cl proceso de 

acoplamiento. Hl primer dato que no tesulta interesante fue que a pesar de que estos 

animales mostraron retrasos de fase cuando los pulsos de luz fueron aplicados en la 

zona de avances de fase, estos animales exhibieron una disminuci6n importante en 

la magnitud de los cambios de fase. Un segundo efecto asociado a la pinealectomia 

que también es de llamar la atencién, fue el notorio dectemento en el numero de 

ciclos transitorios pasa adquirir el estado estable posterior a la aplicaci6n del pulso de 

luz. Estos resultados nos sugieren que la exéresis de la glandula pineal tiene como 
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consecuencia una disminucién en la fuerza de acoplamiento entre el NSQ 

transplantado y el NSQ hospedero, lo cual se ve manifestado en el decremento de la 

magnitud de los cambios de fase, asi como en los ciclos transitorios. 

xisten estudios en la literatura en los que se ha explorado la patticipacién de 

la pineal sobre el proceso de acoplamiento. Serviére et al. (1994) analizaron los 

efectos de la pinealectomia en hamsters que recibieron transplantes de NSQ en el 

IIIV, en este estudio encontraron que el ritmo de actividad metabdlica del NSQ 

transplantado se encontraba enfasado a la del NSQ hospedeto, por lo que los 

autores sugieren que las secreciones de la pineal no constituyen una sefial acopladora 

necesaria para el sisterna. 

Cabe hacer mencidn, que las discrepancias en cuanto a lo reportado por 

Serviére et al. (1994) y los resultados obtenidos en el presente estudio se deben 

prtincipalmente a las especies en las que fueron elaborados los estudios. Serviére et al. 

(1994) utilizaron hamters sirfes y sc ha comprobado que esta especie de roedores no 

son sincronizados mediante inyecciones de Me/ (Armstrong, 1989), administraciones 

unicas de Me/no inducen cambios de fase en la actividad locomotora (Hastings et al. 

1992), y ademas la pinealectomia no produce alteraciones en la CRF (Cassone et al. 

1993). Mientras que las ratas si pueden ser sincronizadas por inyecciones de Me/ 

(Thomas y Armstrong, 1988), la ritmicidad en la actividad eléctrica y metabélica del 

NSQ es afectada por la aplicacién de Me/ (Cassone et al. 1987, 1988), 

administraciones unicas de Me/ son capaces de inducir cambios de fase a nivel 

conductual (Chesworth, 1987) y la pinealectomia modifica las respuestas de fase a la 

luz, ya que hace que los cambios de fase ocurran mas r4pidamente ya que se ha 

sugerido que se incrementa la sensibilidad a la luz (Armstrong, 1989). 

Listas evidencias nos tndican claramente que a diferencia de las ratas, los 

hamters sérios son insensibles a los efectos circadianos de la melatonina. 

Se ha sugerido que en ratas la Me/ sintetizada por la pineal incrementa el 

acoplamiento en el sistema citcadiano (Aguilar-Roblero y Vega-Gonzales, 1993; 
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Cassone et al. 1993), esto tiene fundamento con base en diversas evidencias 

experimentales, entre estas, se sabe que ratas pincalectomizadas bajo condiciones de 

lux continua brillante pierden totalmente la ritmicidad, lo cual ha sido interpretado 

como un desacoplamiento del sistema multioscilatotio de la rata, por lo tanto estos 

son mas susceptibles a los cfectos disruptores de la luz (Aguilar-Roblero y Vega- 

Gonzales, 1993; Cassone ct al. 1993). También sc ha reportado la disociaci6n de las 

fases de sucfio y los ritmos endocrinos por efecto de la pinealectomia (Mouret et al. 

1974; Niles et al. 1979) por lo que se sugiere que la pineal actua como un elemento 

acoplador que coordina la sincronia interna de diversas funciones fisioldgicas. 

Nuestros resultados sugieren que la pineal participa cn el proceso de 

acoplamiento, pero que la presencia de esta no es necesaria pata que pueda 

establecerse este proceso. 

En relacion a la induccién fética de c-Fos en el NSQ hospedero durante la 

noche subjetiva temprana, encontramos un efecto inespecifico cn los animales que 

recibieron transplante de NSQ en el INV. Este efecto lo observamos 

predominantemente en la regién ventral del NSQ en donde tanto los animales que 

recibieron transplante de NSQ, como los animales que recibieron transplante de 

cotteza en esta cavidad ventricular, mostraron un incremento significativo en el 

mimero de células positivas a Fos. Observamos en estos animales una gran 

distensién del tercer ventriculo debido a la presencia del transplante, por lo que es 

posible que a la respuesta inducida por el pulso de luz estemos detectando un efecto 

mecanico ejercido por la distensién del tercer ventriculo. Este efecto solamente fue 

encontrado en la hora circadiana 13, sabemos que la maxima expresion de c-Fos en 

el NSQ por pulsos saturantes de luz es obtenida en CT 23, en esta fase circadiana al 

parecer estan siendo activadas toda la poblacién de células que son capaces de 

responder a este tipo de informacién f6tica, mientras que en CT 13 solo responde 
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parte de esta poblacién. Por tal motivo puede deberse que este efecto se encontrd 

exclusivamente en la zona de retrasos de fase de la CRF. 

Cabe mencionar que cl NSQ hospedero de los animales que recibieron el 

transplante en el ventriculo lateral, no se observé dicho efecto en la expresién de c- 

Fos, de hecho estos animales mostraron una disminucién significativa en el numero 

de células positivas a esta proteina en esta regién del hospedero. 

A nivel celular no se observaron cambios en la expresion de Jun-b del NSQ 

hospedero en ninguno de los grupos experimentales. 

Un efecto importante a nivel celular, fue la ausencia de induccién fotica de c-Fos y 

de Jun-b en el NSQ transplantado tanto en el IITV, como en el VI. en las dos fases 

circadianas bajo estudio. De hecho en el NSQ transplantado observamos que el 

numero de células inmunopositivas fue inferior al nivel de expresién basal de estas 

proteinas en el NSQ de ratas intactas. Esta ausencia en la induccién de estas dos 

proteinas por pulsos datos nos sugieten que posiblemente la informacién fética no 

alcanza al NSQ transplantado en el lapso de 1 hora, por lo tanto los efectos que 

estamos observando a nivel conductual son posteriores a esta ventana de tiempo, lo 

cual nos sugiere que la comunicacién entre el NSQ hospedero y el transplante es 

lenta, lo cual nos inclina a pensar que el mecanismo que posiblemente participe en el 

proceso de acoplamiento sea de tipo humoral. 

148 

@
¢
$
@
e
8
¢
6
0
2
3
0
8
0
 

0
 

e
@
e
e
o
d
g
v
e
o
v
e
o
e
7
2
7
2
8
d
d
3



e
e
e
 

eoe
 
e
o
e
o
s
g
e
o
n
e
o
a
e
d
e
@
a
s
e
s
e
a
s
d
s
e
~
s
e
 

e
e
n
 
9
 
0
 
@
 

CONCLUSIONES 
ae   

  

[1] Las alteraciones en las respuestas de fase a nivel conductual nos indican que el 

NSQ transplantado y el NSQ hospedero se encuentran acoplados. 

[2] [a localizacién del transplante no es determinante para que se lleva a cabo el 

proceso de acoplamiento, lo cual a su vez nos sugiere que estén participando 

mecanismos de tipo humoral en dicho proceso. 

[3] Ja pineal participa en este proceso, aun que no cs indispensable para el 

establecimiento de este proceso. Ia ausencia de esta glandula produce una 

disminuci6n en la fuerza de acoplamicnto. 

[4] Los cambios observados en las respuestas de fase son especificos al tipo de 

tejido transplantado. 

[5] Los estudios a nivel celular revelaron que en el lapso de 1 hora la informacion 

fotica no alcanza al NSQ transplantado, por lo que en este no ocurre la activacion de 

las proteinas c-Fos y Jun-b. 
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ANEXO 1 

CIRCADIAN MODULATION OF C-FOS EXPRESSION 

OCCURS IN THE SCN BUT NOT IN OTHER VISUAL 

PROJECTION AREAS IN THE RAT 
Caldelas I., Salazar-Judrez A., Granados-Fuentes D., Escobar C. and Agutlar- 

Roblero R.
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Fig. 2. C-Fos cxpression in the suprachiasmatic nucleus: (2) control rat, (b,c, and d) rats stimulated 

photically at three different circadian times. Light pulse applied at CT 06 (b) did not induce 
changes tn c-Fos expression, but at CT 13 (c) aad CT 23d) SCN exhibited an increment in c- 
Fos expression with regard to the controls. Calibration bar 100 pm. 

Tetino-recipient structures (VILGN, IGL, VTA and SC) exhibited Muctuations in 
the number of IRc in the control group, nor in their response to the light pulse 
(Fig. 3b-e). The non-retino-recipient structure, the PVT, did not exhibit circadian 
expression of c-Fos nur responded ta the light pulses at any time (Fig. 3f). 

DISCUSSION 

The present results indicate that structures that receive direct information from 
the retina respond to photic stimulation with an increment in the expression of c- 
Fos, but only the SCN shows a circadian response. 

The data are in agreement with previous studies indicating photic-induced 
expression of c-Fos in the SCN, ocurring mainly in the ventrolateral portion of the 
nucleus, to depend on the circadian phase (Schwartz ct al.. 1904; Rusak et al., 
1990). This response seems to depend mainly on the functional characteristics of 
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Fig. 3. Number of c-Fos positive cells (mean + SEM) in the SCN (a), the IGL. (b), the VLGN (c), the 
VTA (d). the SC (e} and the PVT (f) of contro! (dotted bars) and photic stimulated animal 

idark bars), at three different circadian times. A light pulse produced 1 significant increase in 
the number of c-Fos immunoreactive cells as a function of the circadian time only in the SCN 

F values for group and time factors with (1, 16) und (2, 15) degrees of freedom, respectively, 
are indicated by g and t, $ = p < 0.01, Duncan post-hoc test: * significc nt difference (p < 0.05: 
between stimulated and control animats, t significant difference (p < 3.05) between the three 

time points in the stimulated group. 

    

the SCN rather than on those of the retinal cells. This hypothesis is supported by 

the fact that c-Fos expression in the SCN persists in vitro, and increases after 

electrical stimulation of the optic nerves only during subjective night (Earnest & 

Olschowka, 1993). The present data also confirm previous reports of the lack of 

circadian modulation of light-induced c-Fos expression in the IGL (Park et al., 

1993). Furthermore, IGL does not present circadian variations to light pulses 

presented at different circadian times, in spite of the fact that collateral fibers 

from the retinal ganglion cells innervate both the SCN and the IGL. It remains to
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Summary 

In the rat there is no information regarding the time involved in resetting the circadian 

pacemaker. The present study was aimed to characterize in Wistar rats the direction and the 

magnitude of phase shifts induced by two light pulses applied in the same cycle. The direction of 

the shifts induced by the second pulse indicates that resetting of the circadian pacemaker in rats 

occur within 90 min after a first saturating light pulse. In contrast, the magnitude of the shifts 

depends on the interval between the two pulses. An interval shorter than 5 h allows addition of 

the effects, while the magnitude is mainly determined by the second pulse with intervals longer 

than $ h. These indicate that dissociation between direction and magnitude of the phase shifts 

occurs under certain conditions. One hypothesis to these finding is that within the clock cells the 

mechanism involved in the resetting of the pacemaker may be dissociated from that involved in 

the coding of the phase to the neuronal output. 

Keywords: Phase response curve, entrainment, synchronization, rhythms, phase shifts.
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Introduction 

Entrainment of circadian pacemakers provides organisms with a mechanism to establish 

and maintain adequate phase relations between circadian rhythms and environmental daily 

cycles (21). The light-dark cycle is the main entraining signal in species that live above ground. 

It is generally accepted that, under complete photoperiod, light has continuous effects on the 

angular velocity of the circadian clock, while brief light pulses to individuals held in constant 

darkness may also shift the phase of the pacemaker (23). The phase response curve (PRC) 

describes the relation between different circadian times and the magnitude and direction of phase 

shifts elicited by brief light pulses (22). In all species studied, the PRC to light is characterized 

by three critical regions: phase delays during early subjective night, phase advances during late 

subjective night, and no phase changes during subjective day (23). 

In mammals. a circadian pacemaker has been located in the suprachiasmatic nuclei 

(SCN), which receive direct retinal inputs originated from a subset of ganglion neurons encoding 

environmental luminance (18). This knowledge has fostered recent advances in understanding 

cetlular and molecular mechanisms involved in the generation of circadian rhythmicity (30). The 

use of the PRC to light has specially contributed to elucidate some aspects of the latter 

process (11). In order to fully understand the cellular and molecular details of entrainment, it has 

become a relevant issue to establish how long it takes to reset the pacemaker-phase after a light 

pulse and how does the switch between delays and advances occur. 

In order to approach the first issue, the double light-pulse PRC developed by Pittendrigh 

(22) has proven to be a useful paradigm. Previous studies in hamsters and mice have shown that 

brief light pulses shift the phase of the circadian rhythm within the next two hours (28, 5), and 

the second pulse is able to induce expression of c-fos and phospho-CREB in the SCN within the
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same interval (5). As for the mechanism involved in phase delays and advances, the only 

available approach has been to study the circadian pacemaker, both in vive and in vitro, at 

different regions of the PRC (8, 11, 13). 

In contrast to other rodent species, little is known regarding the characteristics of the rat's 

PRC or the time involved in resetting the phase of the pacemaker. Although rats’ onset of activity 

is not as clear cut as hamster and mouse, it is important to have information from rats since they 

are widely used as an animal model in neuroscience. Furthermore, previous studies in rodents 

with a double pulse protocol have only studied the effect of pulses inducing phase shifts with the 

same direction, and they have used only the magnitude but not the direction of the phase shifts in 

order to assess the efficacy of the priming pulse. We suggest that using the direction of the shift 

induced by a test pulse presented in the same cycle after a previous priming pulse, might provide 

a convenient procedure, both easy and unambiguous, to study the mechanisms involved in 

entrainment to light pulses. Therefore the present study was aimed to 1) construct a detailed PRC 

to saturating light pulses, 2) determine the effect of two light pulses on the direction of phase 

shifts. 3) estimate the lapse necessary to shift the pacemaker, and 4) determine the effect of two 

light pulses on the magnitude of the phase shifts, in albino rats. 

Materials and Methods 

General Procedures. 

Male Wistar rats weighing between 200 to 300 g were used. Animals were individually housed 

in translucent acrylic cages (40 x 25 x 20 cm) placed in a room with regulated temperature (19- 

21°C) and continuous red light (50 lux). Food and water were available ad libitum. Drinking 

behavior was continuously recorded with an automated system as previously described (1). The
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display of the actograms and data analysis were made with the Digital Analysis System Applied 

to Chronobiology (DISPAC) developed and validated in our laboratory. Linear statistical 

analyses (ANOVA, Tukey's and Bonferroni’s multiple comparison test) were made with the 

StatView (Abacus Concepts Inc.). 

The rhythm baseline was obtained from at least 15 days and the circadian time (CT) 12 

was estimated by means of a line fitted to the onset of activity of the last 10 days of recording. 

The lines were eye-fitted to the data by three independent observers (two of them blind to the 

time the light was applied) according to operational criteria previously established (see next 

section). In most cases the three observers showed only minor differences on scoring CT}2. On 

the remaining cases, only wo of the observers coincide. In the latter case the differences were 

discussed and the actogram reanalyzed until reaching a consensus. At the initial stage of this 

study it became clear that when the activity onset was too variable the animal should be 

discarded. because the three observers would systematically disagree. The animals were 

scheduled to reccive the nextday one light pulse at different circadian times. Animals were 

exposed to light by placing their cages in a light-tight chamber provided with a fluorescent light 

tube on the top providing 400 lux at the bottom of the animal's cage. After exposure to light, the 

animals were retumed to recording for at least 20 days. To determine the phase shift, the new 

CT12 was established as previously described, with the exception that we estimate the activity 

onset from the last day of recording towards the day of light stimulation. Only the first 10 days 

with a stable activity onset after the shifts induced by the light pulse were used for further 

analysis. The direction and magnitude of the shift (if any) was estimated by comparison of the 

originat and the new CT12 projected to the day of the light stimulation. The number of transitory 

cycles was also estimated from the day the light stimulus to the first day of steady state shift. All
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experiments reported in this study used the general procedure just described, the only difference 

among them was the specific duration, timing or number of pulses. 

Criteria to detect activity onset for drinking circadian rhythm in rats, 

The architecture of behavioral circadian rhythms in rats presents some characteristics that 

deserve some attention before proceeding any further. In contrast with mice and hamsters, other 

rodent species widely used in studies on circadian rhythms, in rats the activity onset is not as 

clear cut, mainly because the presence of sparse bouts of activity during the resting part of the 

cycle (rho). This activity may be found either as apparently random bouts of variable amplitude 

and short duration throughout rho, and/or as a well-defined periodic component of activity 

immediately preceding the onset of the main active part of the cycle (alpha). This preceding 

component lasts up to one hour and is followed by an interval of inactivity of at least the same 

duration as the activity bout. The period of this component is usually shorter, but in some cases 

may be equal or slightly longer, than the period of alpha. Alpha onset is considered to occur 

when bouts of high amplitude comprise at least 80% of the next +h, and show a clear phase 

relation with the previous and following cycles. When the animal shows a bimodal pattern, the 

first burst of activity is followed by a lapse of up to 3 hours of decreasing intensity, which may 

even lead to inactivity, then followed by a further increase in activity which lasts for at least 2 

hours and then disappears. In other animals, activity remains constant for up to 8 h and then 

gradually decreases until the bout of activity is followed by a longer bout of inactivity and then 

occurs sparse and random as previously described. In order to use the onset of activity as a 

reliable phase marker of the rat's drinking circadian rhythm, we used the previous description as 

operational criteria to identify and disregard the random and the periodic components of activity 

preceding alpha. 

Experiment I: Phase response curve to light.
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In order to establish the optimal duration of the light pulses one group of eight animals 

was exposed to light pulses of 15 and 60 min at CT 6, 13 and 18. The animals were exposed to 

different pulse durations and CTs in a counterbalanced design. An additional group of 48 

animals were used to construct the detailed phase response curve. Each animal contributed with 

4 points at different CTs randomly assigned. Since the response to 15-min pulses was more 

variable, each animal received 60-min light pulses in a counter balanced design. At the end of 

the experiment each circadian time has eight data points from different animals (Fig. 1 top). 

INSERT FIGURE 1 ABOUT HERE 

  

Experiment II: Effects of two light pulses on the direction of the phase shifts. 

In this experiment, the PRC previously obtained was used to predict direction of the shift 

induced by “test” pulse after a previous “priming” light pulse was presented. We tested the 

hypothesis that if the priming pulse was able to reset the pacemaker in a few hours, then the 

direction of the phase shift induced by the test pulse would be reversed with respect to that of 

animals receiving only the test pulse. 

Ina first group (Il-a), eight animals received a phase delaying pulse at CT12 and the test 

pulse was applied at CT17, the latter being a transition point where the shift would reverse from 

advances to delays if the priming pulse has already delayed the pacemaker. In a second group 

(1I-b), eight animals were transferred to the light pulse chamber at CT12 and remained there for 

one hour without turning the light on. and then received a light pulse only at CT17. In this group 

we tested whether the sole manipulation of the animals, at the time the priming pulse was 

applied, was able to reverse the direction of the shift induced by the test pulse. In a third group 

(II-c), eight animals received a phase advancing pulse at CT23 and the test pulse at CT16. In this 

7
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group, if the priming pulse has already advanced the pacemaker then the test pulse would induce 

a phase advance instead of a phase delay (Fig. | center top). 

Experiment III: Determination of the minimal lapse to shift the pacemaker 

The time involved in resetting of the pacemaker by a light pulse was estimated by testing 

the effect of different intervals between the priming and the test pulse in the direction of the shift 

induced by the test pulse. In a counter balanced design, 8 animals received a priming 60 min 

light pulse (400 lux intensity) at either CT15 (llI-a; two hours interval between the onset of both 

light pulses) or CT15.5 (III-b; one and a half hours between the onset of the two pulses). The test 

pulse was always administered at CT17 (Fig. 1 center bottom). 

Experiment IV. Effect of two light pulses on the magnitude of the phase shifts. 

Changes in the direction of the shifts observed in the previous experiment supported the 

hypothesis that the rat circadian pacemaker has a rapid resetting. In this experiment, the 

magnitude of the shift in the overt rhythmicity was used to further characterize the responses to 

two light pulses, when each of them induces shifts with similar or different direction. 

Experimental design was as follows (see Fig. 1 bottom): In the first group (IV-a), eight animals 

received wo light pulses to produce phase shifts with the same direction, both within the delay 

region of the PRC. The priming pulse was applied CT12 and the test pulse at CT16. In the 

second group (IV-b). eight animals received two light pulses to produce phase shifis wii 

opposite directions, the priming pulse was applied at CT12 to induce a delay and the test pulse at 

CT22 to induce an advance. In the third group (IV-c), eight animals received two light pulses to 

produce phase shifts with opposite direction, but unlike the previous group ({V-b) the priming 

pulse was applied at CT23 to produce an advance while the test pulse was applied at CT8 to 

produce a delay. 

INSERT FIGURE 2 ABOUT HERE 
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Results 

Experiment I: Phase response curve to light. 

The phase shifts induced by 15 min light pulses were 1.1 + 6.7 min (mean + s.e.m.) at 

CT6, -39.5 £15 min at CT13 and 32.5 + 18 min at CT18, while those induced by 60 min pulses 

were 12.9 + 7.5 min. -96 ~ 8.9 min and 84.2 £ 6.3 min at the respective circadian times. Since 

pulses of 15 min induced phase shifts of smaller amplitude and higher variability than those of 

60 min, the rest of the experiments were conducted with light pulses of this latter duration. 

INSERT FIGURE 3 ABOUT HERE 

Figure 2 shows three examples from animals that received light pulses at CT6, CT12 and 

CT23. The detailed phase response curve for Wistar rats is shown in Figure 3. This curve 

presents a region with very small advances (< 30 min) from CT1 to CT7, which apparently 

correspond to the dead zone. The transition point to the delays region is found at CTS with a 

shift of approximately -60 min, followed by a region of larger delays of -90 to -120 min from 

CT9 to CT16. At CT17 there is an abrupt transition from delays to advances; the region of 

advances extends from CT18 until CTO, the magnitude of the advances ranges from 90 to 120 

min. The mean number < s.e.m. of transient cycles found at CT6, CT12 and CT23 and the post- 

hoc contrast among them are shown in Table 1. 

INSERT FIGURE 4 AND TABLE | ABQUT HERE 

Experiment II: Effects of two light pulses on the direction of the phase shift. 

9



R0162-0R1 10 

Animals from the group II-a, which received the priming pulse in the phase delaying 

zone (CT12) and the test pulse at CT17 just after the transition point, showed phase delays (-206 

+18 min) instead of the advances normally found with a single pulse at CT17 (88 + 9 min). 

Some examples of the recordings from this experiment are shown in figure 4. The magnitude of 

the shifts from animals of group II-a were significantly larger (F(6, 19)= 141.233, p<0.0001, 

Bonferroni, p< 0.01) than those induced by single light pulses at either CT12 (-156 + 7 min) or 

CT15 (-95 + 9 min), this later phase is the one expected if the priming pulse has already shift the 

phase of the pacemaker (Fig. 5A) Animals from the group II-b, which were manipulated at CT12 

and only received light pulses at CT17 showed phase advances of similar magnitude (71 + 7 

min) to those obtained only with light pulses applied at CT17. 

INSERT FIGURE 5 ABOUT HERE 

Animals from group II-c, which received the priming pulse at CT23 and the test pulse at 

CT16, just before the transition point, presented phase advances (94 + 12 min) instead of the 

expected delays which normally occur at this time (CT16, -91 + 8 min). In contrast to group II-a, 

in this group the magnitude of the shifts were similar to those obtained with single light pulses at 

CT17 (see above), which is the phase expected if the priming pulse had already shifted the 

pacemaker by the time the test pulse was applied (Fig. 5B). 

The mean number + s.e.m. of transient cycles for the three groups of this experiment and 

the post-hoc comparison among them are shown in Table 1. It is worth noticing that when 

analyzed in a completely random design involving all four experiments, the number of transient 

cycles found after two light pulses were significantly larger (F (70,80) = 20.74, tukey test p< 0.05) 

than those found after the corresponding shift (either delay or advance) induced by a single light
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pulse. In contrast, no significant differences were found between group IIb -which received only 

one light pulse at CT17- and the one from experiment I corresponding to the advances induced 

by a single light pulse. 

INSERT FIGURE 6 ABOUT HERE. 

Experiment I]: Determination of the minimal lapse to shift the pacemaker 

Changes in the direction of the phase shift induced by a “test” light pulse applied at CT17 

were observed after the priming pulse was applied either at CT15 or CT 15.5 (Fig. 6). In the first 

case the delays were of 210 + 40 min (Fig. 7A) while in the second case they were of 219 + 17 

min (Fig. 7B). The amplitude of these phase delays was significantly different to that induced by 

a single pulse applied berween CT14 and CT16, but not different from the amplitude obtained in 

the group II-a from the previous experiment. 

The mean number = s.e.m. of transients form the groups in this experiment are shown in 

Table 1. No significant differences were found between these groups with respect to the group 

corresponding to phase delays induced by a single light pulse (CT12, experiment I). In contrast. 

this parameter was significantly shorter in animals from these groups in comparison to that found 

in animals from group Ha. which also received a priming pulse in the delay zone and the test 

pulse at CT17. 

INSERT FIGURE 7 ABOUT HERE 

Experiment 1V: Effect of two light pulses on the magnitude of the phase shifts. 

All animals that received two light pulses at the phase delaying zone of the PRC (CT12 

and 16; group IVa) exhibited phase delays of larger magnitude (-246 + 17 min) than those
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induced with single light pulses at CT12 or CT16 (F (8,61) = 35.31, p < 0.0001; Bonferroni, p < 

0.01; Fig. 9A). Typical recordings from this experiment are shown in figure 8. Six of the eight 

animals from group IV-b, which received the priming pulse in the phase delaying zone (CT12) 

and the test pulse in the phase advancing zone (CT22), exhibited phase advances with a slightly 

smaller magnitude than those induced by single light pulses at CT22 (110 + 8 min). The other 

two animals exhibited phase delays of 30 and 60 min respectively. The mean value from the 

complete sample was of 64 £ 30 min, which is not significantly different from the phase 

advances induced by single pulses applied only at CT22 (Fig. 9A). Animals from group 1V-c, 

which received the priming (advancing) pulse at CT23 and the test (delaying) pulse at CT08, 

displayed phase delays slightly larger (-88 + 44 min) than those obtained with single light pulses 

at CTOS (-56 £5 min). Only one subject from this group showed an unusually large phase 

advance of 180 min (Fig. 9B). 

The mean number + s.e.m. of transients form the groups in this experiment and the post- 

hoe comparison among them are shown in Table 1}. All three groups showed significant 

differences when compared to the groups from experiment | exhibiting shifts of similar direction 

after a single light pulse. 

INSERT FIGURES 8 and 9 ABOUT HERE. 

Discussion. 

In contrast to the PRC of hooded rats (4) in albino rats the dispersion in the magnitude of 

the shifts induced with 15 min pulses is higher than that found with 60-min pulses. This may be 

due to a higher light-induced damage of the retina in albino rats with respect to pigmented ones 

(20). Wistar rats show a PRC characterized by a dead zone from CT2 to CT7 (subjective day), a 
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delay zone from CT8 to CT16 (late subjective day and early subjective night) and an advance 

zone from CT17 to CT (mostly during the last two thirds of the subjective night). Dann and 

Pittendrigh (7) have previously analyzed the theoretical and biological implications of the shape 

of the PRC in rodents. In Wistar rats, it is worth noticing that the magnitude of the advances is 

larger. the duration of the delay and advance zones are symmetric, and the transition from delays 

to advances occurred abruptly, with respect to the PRC from other rodent species (4, 6, 7, 10, 

27). These differences may be at Jeast partly due to the use of saturating light pulses of 400 Jux 

for 60 minutes. The number of transient cycles is consistent with that previously reported in 

rodents (4, 6, 7). 

In order to use the direction of the phase shift as parameter to test the time involved in 

pacemaker resetting, the light pulse parameters and the CTs at which the priming and the test 

pulse were to be administered were carefully selected. To avoid variation in the magnitude of the 

phase shift, due to individual differences in the sensitivity of the entrainment pathway we used 

saturating light pulses to produce maximal shifts (19). Furthermore, we selected CT 12 and CT 

29 as the optimal phases to present the first (priming) pulse. since the maximal phase delays and 

advances were respectively induced at these CTs. The abrupt transition from delays to advances 

occurring between CT16 and CT17, allowed us to use these time points as the optimal phases to 

apply the test pulse, to determine by the direction of the shift whether resetting of the pacemaker 

by the priming pulse had occurred before the time of the test pulse. Additionally, in one group 

the test pulse was presented also at CT8, which corresponds to the earliest phase on which, 

delays occur. 

After a priming pulse at CT12, the test pulse at CT17 (group I-a) induced phase delays 

instead of the advances usually found at this latter phase. Moreover, the magnitude of the phase 

delays induced by the two pulses was larger than those induced with single light pulses applied
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at any time in the delay zone. These findings clearly indicate that the priming light pulse had 

already shifted the phase of the pacemaker before the test pulse was applied, so that this latter 

impinged upon the pacemaker at the new predicted phase (CT15 instead of CT17), adding its 

shifting effect to that of the first pulse. The effect on the magnitude of the shifts found in this 

group is similar to those previously reported for mice and hamsters receiving two delaying light 

pulses (5. 28). The sole manipulation of the animals involved in the procedure had no effect on 

the phase of the rhythm, since all animals from group II-b showed phase advances similar to 

those found after single light pulses applied at CT17. After a priming pulse at CT23, in animals 

from group Il-c, the test pulse at CT16 induced phase advances instead of the expected delays. 

This finding confirms the hypothesis that the priming light pulse shifted the phase of the 

pacemaker before the test pulse was applied. The effect of the pulses on the magnitude of the 

shifts and the number of transients were more difficult to interpret than its direction, and will be 

discussed later. 

Since the direction of the shift induced by a test pulse indicates unambiguously whether a 

priming pulse has affected the phase of the circadian pacemaker, we used this paradigm in the 

experiment III to establish the lapse involved in resetting the phase of the pacemaker. In this 

experiment an interval as short as 90 minutes between the onset of two light pulses was enough 

to reverse (from advances to delays) the shift induced by a test pulse applied at original CT17 

(actually CT15). Furthermore, the magnitude of such delay corresponded to that induced by two 

delaying pulses applied in the same cycle. This indicates that, with the parameters used (60 min, 

400 lux) no more than 90 minutes between the onset of two light pulses are necessary to delay 

the phase of the pacemaker. The duration of the light pulses used in this study prevented us to 

test shorter intervals between the two stimuli. These results are consistent with previous studies
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indicating that the circadian pacemaker in hamsters and mice is shifted after 2 hours of an 

adequate light stimulus (5, 28). 

The direction of the shifts found in animals from group II-c showed that they received 

both light pulses in the advance zone of the PRC. In contrast, the magnitude of the phase shifts 

found were not different from the advances induced by single light pulses at CT17, which 

suggest that after shifting the pacemaker the first pulse altered (at least temporarily) the shape of 

the PRC to light, thus the response to the test pulse is atypical for a pulse at that predicted phase. 

We decided to further address this issue in the experiment IV. The magnitude of the delays 

shown by animals from group IV-a, which received delaying pulses at CT12 and CT16, 

confirmed the hypothesis that the shift induced by the test pulse added to the shift induced by the 

priming pulse, as in the case of animals from group II-a. In contrast, the magnitude of the shifts 

shown by animals from groups IVb and IVc were consistent with the hypothesis that the priming 

pulse has altered the shape of the PRC. similar to the findings in animals from the group II-c. 

Best et al (5) have previously shown in hamsters that the effects of two light pulses (2 hours 

apart) in the advance zone of the PRC are additive. Altogether, these observations suggest that 

the absence of additive effects in animals from groups IIc, [Vb and IVc may depend on the 

interval between the priming and the test pulse. Moreover. in all groups where the shift of the 

two pulses added to each other, the interval between pulses was smaller than 5 hours. While in 

those groups where the shift of the test pulse was atypical after the shift induced by the priming 

pulse, the inte: val between both pulses ranged from 9 to i7 hours. These findings suggest 

independent time constants for the resetting of the pacemaker and transmission of the new phase 

to the efferent pathway within the pacemaker itself. One possible hypothesis to explain the 

previous finding is that within the clock cells, the molecular mechanism involved in the
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pacemaker resetting may be dissociated up to some point from that involved in the coding of the 

phase to the neuronal output. 

Finally, the difference in the number of transient cycles between animals receiving two 

light pulses with long and short intervals, is consistent with the hypothesis that the events related 

to the phase resetting of the pacemaker might have independent time constant from those 

involved in the transmission of the phase to the effectors. With the exception of animals from 

experiment III, with an interval of less than 2 h between the first and the second light pulse, all 

the rest of the animals receiving two light pulses showed a significant increase in the number of 

transient cycles. Furthermore, animals from group IIb showed only a slight but non significant 

increase in the number of transients with respect to those animals from experiment I. Since this 

animals were handled as those receiving two light pulses but were stimulated by light only once, 

we may rule out that the differences in the number of transients may be due to the handling 

involved in the double pulse procedure. 

In conclusion, the present study indicates that: 1) resetting of the circadian pacemaker in 

rats occurs within 90 min after a saturating light pulse has been presented; 2) the magnitude of 

the shifts induced by two light pulses depends on the interval between the pulses, so that an 

interval shorter than 5 h allows addition of the effects, while when intervals are larger than § h 

the shifts induced by test pulses are atypical for such particular phases; 3) dissociation between 

the direction and the magnitude of the phase shifts occurs in the double light pulse protocol when 

the test pulse is applied at the transition phase of the PRC and at certain intervals with respect to 

the priming pulse; and 4) the study of the direction and magnitude of the shifts in this protocol is 

an useful tool to study different aspects of the molecular mechanisms underlying entrainment of 

circadian rhythms to light.
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Perspectives 

Entrainment of circadian rhythms to light pulses involves glutamate release from the 

terminals of the retinohypothalamic tract (25, 32). Activation of NMDA-receptors in SCN 

neurons induces Ca’* influx into the cytoplasm. and in turn induces apparently independent 

signaling processes. One process involves phosphorylation of CREB (12, 26), which induces 

expression of immediate-early genes (IEG) such as c-fos and jun-b (3, 9, 15, 16) and its 

polymerized product ADN-binding protein AP-1 (31). The functional relevance of this signaling 

pathway in the shifiing of the pacemaker remains unclear (14. 34). A second process involves 

Ca influx into the cytoplasm, which during late subjective night increase nitric oxide synthesis, 

inducing cGMP and activation of PKG and eventually behavioral phase advances (17, 24, 33). 

During early subjective night phase delays involve mobilization of Ca™ from intracellular 

storage through Ryanodine sensitive intracellular Ca” channels (RyR, 8). Finally. light pulses 

also induce transcription of ,per) throughout all subjective night (2, 29, 35) and of ,.per> only 

during early subjective night (2. 35), although the functional relevance of these later molecular 

events has not been addressed so far. 

Our current knowledge on the cellular and molecular events related to the resetting of the 

SCN indicates that after a series of common events after a light pulse, dissociation into parallel 

intracellular signalling processes actually occurs. It remains to be established whether these 

different signaling pathways triggered after a light pulse could be differentially related to the 

processing of pacemaker resetting and encoding of the pacemaker phase into a neural output.
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Figure Legends. 

Figure 1. Summary of the design for the experiments conducted in this work. Horizontal 

bar indicates a circadian cycle, the subjective day and night are indicated. Open arrows in 

experiment one represent the time at which light pulses (1h, 400 lux) were applied. CT12 

correspond to the time of activity onset. In the remaining experiments, the circadian cycle is 

divided according to the zones found in the PRC. The triangles indicate the time at which light 

pulses were applied: open triangle = first (priming) pulse: filled triangle = second (test) pulse, the 

dashed triangle = sham pulse in experiment IIb. 

Figure 2. Representative examples of actograms of drinking behavior from animals which 

received light pulses at three different CT's. CT12 before and after the pulse are indicated by eye 

fitted lines. Day 0 correspond to the day the light pulse was applied. Open triangles indicate the 

ume at which the light was applied in each case. 

Figure 3. Phase response curve for Wistar rats. Light pulses were of 60 min and 400 lux. 

48 animals were used to construct the detailed phase response curve. Each circadian time has 

eight data points from different animals, Each animal contributed with 4 points at different CTs 

randomly assigned. 

Figure 4. Representative examples of actograms of drinking behavior from animals of 

experiment II]. CT12 before and after the pulses are indicated. Day 0 correspond to the day the 

pulses were applied. In each case, upward triangles indicate the time at which the priming pulse 

was applied, downward triangles indicate the time of exposure to the test pulses. The gray 

triangle indicates the time of the sham pulse (when the light was not turned on in the exposure 

chamber).
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Figure 5. Individual phase responses (filled circles) from animals of experiment IT. A, 

group Ila which received the priming pulse at CT!2 and the test pulse at CT17. B, group IIc 

which received the priming pulse at CT23 and the test pulse at CT16. The PRC predicted for the 

priming pulse (open triangle) s indicated by the solid line. The PRC predicted for the test pulse 

(filled triangle) if the priming pulse has already shifted the pacemaker, is indicated by the dashed 

line, 

Figure 6. Representative examples of actograms of drinking behavior from animals of 

experiment III. CT12 before and after the pulses are indicated. Day 0 correspond to the day the 

pulses were applied. In each case, upward triangles indicate the time at which the priming pulse 

was applied. downward triangles indicate the time of exposure to the test pulses. 

Figure 7. Individual phase responses (filled circles) from animals of experiment III. A. group INa 

which received the priming pulse at CT1$ and the test pulse at CT17. B, group IIIb which 

received the priniing pulse at CT15.5 and the test pulse at CT17. See figure 5 for other details. 

Figure 8. Representative examples of actograms of drinking behavior from animals of 

experiment IV. CT12 before and after the pulses are indicated. Day 0 correspond to the day the 

pulses were applied. In each case, upward triangles indicate the time at which the priming pulse 

was applied, downward triangles indicate the time of exposure to the test pulses. 

Figure 9. Individual phase responses (filled circles) from animals of experiment IV. A, groups 

IVa and IVb which received the priming pulse at CT12 and the test pulse at CT16 and CT 22, 

respectively. B, group [Vc (B) which received the priming pulse at CT23 and the test pulse at 

CT8. See figure 5 for other details.



Table 1. Number of transitory days (mean + SEM) to achieve steady state phase shifts after one or 

two light pulses applied at the indicated circadian times (CT). 
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+ Different with respect to the group of lowest value. p < 0.05, Tukey test. 

+ Different with respect to the other two groups. p < 0.05, Tukey test. 
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