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Las fluctuaciones periódicas en diversos parámetros fisiológicos son una

propiedad general de la materia viva, cuando estas fluctuaciones ocurren a intervalos

regulares son considerados como "ritmos biológicos" (Bunníg, 1973), Los ritmos

biológicos son generados por un mecanismo endógeno del organismo (Aschoff,

1986)

Augusto Forel sugirió que los organismos poseían una memoria temporal o

Zeitgedáchtnis, con este término trató de explicar la naturaleza endógena de la

ritmicidad biológica; sin embargo C.S.. Pittendrigh y J Aschoff demostraron la

capacidad del organismo para medir el tiempo biológico Estos autores desarrollaron

el concepto de reloj biológico, el cual remplazó al término Zeitgedáchtnis y eliminó la

implicación de fenómenos de aprendizaje en el origen de la ritmicidad biológica,

Los ritmos biológicos se presentan en un amplio intervalo en frecuencias de

oscilación, desde un ciclo por milisegundo a un ciclo por año Por otra parte también

el ambiente geofísico se caracteriza por la existencia de ciclos que se derivan dé

movimientos de la Tierra y la Luna con relación al Sol, estos ciclos ambientales o

geofísicos son los días, las mareas, las fases lunares y las estaciones del año,

Cuando la frecuencia de un ritmo biológico se aproxima a la de un ciclo ambiental se

le denomina con el prefijo "círca" (Pittendrigh 1976; Rusak y Zucker, 1975); es así

como a los ritmos biológicos cercanos a las 24 horas se les llama ritmos circadianos

(Halberg, 1969)

Los ritmos circadianos representan uno de los rasgos adaptativos más ubicuos

de los organismos, en los mamíferos representan un importante proceso a través del

cual eventos del medio interno son organizados en una apropiada secuencia temporal

que permite una máxima adaptación a! medio externo (Rusak, 1979),, Esta

característica permite al organismo predecir y prepararse a cambios en el ambiente

geofísico asociado con el día y la noche (Turek, 1994)



PAPEL DEL NÚCLEO PARAVENTRICULAR TALÁMICO EN LA SINCRONIZACIÓN

Para llevar a cabo este papel adaptativo los ritmos círcadianos requieren que el

sistema tenga la capacidad de medir el tiempo biológico, es decir que el ritmo

circadiano sea generado endógenamente, y que se pueda ajustar al tiempo

geográfico es decir que bajo condiciones ambientales usuales e l periodo del oscilador

se ajuste al periodo del ciclo ambiental (Pittendrigh, 1976)

El origen endógeno de la ritmicidad biológica se basa en el hecho de que en

condiciones de aislamiento de señales ambientales temporales, la ritmicidad biológica

persiste con una ligera pero significativa variación en el valor del periodo de la

oscilación. Lo anterior indica que el ritmo observado no depende de fenómenos

geofísicos cíclicos, sino que el ritmo que se mantiene bajo condiciones constantes

refleja un proceso interno al organismo,, Esta característica esencial de los

organismo^ de ser capaces de mantener la ritmicidad circadiana aún en ausencia de

señales ambientales periódicas es conocida como ritmo en oscilación espontánea

o en corrimiento libre (free running)

Tau (t) representa el periodo endógeno del marcapaso (periodo- es el tiempo

requerido para completar un ciclo; Menaker, 1969); este valor varia poco entre

individuos de una misma especie pero presenta diferencias significativas con respecto

a individuos de otras especies,, El que los ritmos de ciertas especies se caractericen

por un cierto valor de periodo, indica que tau depende de la información genética,

Tau, a su vez, está compuesto por dos fracciones; un periodo de actividad

llamado alfa y un período de reposo llamado rho Alfa representa el intervalo que

sucede entre ei inicio y el término de la actividad bajo estudio, a su vez rho representa

el intervalo de reposo o ausencia de la actividad en estudio, de modo que tau es igual

a alfa más rho (-c=a+p),.

| ^ j I O t g G I O O _ ^
En el término reloj biológico subyace el concepto de la existencia de

mecanismos fisiológicos capaces de imponer un orden temporal sobre las funciones

del organismo Estos mecanismos requieren la capacidad del sistema para oscilar

con un periodo regular, así como la capacidad de usar dichas oscilaciones como una

referencia interna que permita una interacción adecuada, en el dominio témpora!,

entre el organismo y su ambiente
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Algunos autores como C S Piítendrígh, y J Aschoff definen al reloj biológico

como estructuras orgánicas que funcionan como marcapasos (entidad localizable y

funcional capaz de generar oscilaciones autosostenidas), capaces de imponer

periodo y fase a los procesos orgánicos, Otros autores como F Halberg, lo definen

como el resultado de la interacción de múltiples procesos fisiológicos oscilatorios, en

donde la participación de estructuras específicas se limita al ajuste de fase entre los

diversos procesos (Aguilar-Roblero, 1987)

Los mecanismos fisiológicos encargados de generar y mantener la

organización temporal del organismo (Pittendrigh, 1993), conforman lo que se llama el

sistema circadíano Los procesos que regula este sistema son: 1) la cronometría,
que se refiere a la generación de las oscilaciones involucradas en la función de reloj

biológico; /2) la sincronización de estas oscilaciones a los cambios cíclicos

ambientales (zeitgebers), es decir los mecanismos que permiten e! ajuste del periodo

y la fase del reloj biológico a señales periódicas ambientales; 3) la transmisión de las

oscilaciones a los sistemas efectores que expresan la ritmicidad; 4) acoplamiento
entre ios osciladores del organismo para lograr su funcionamiento coordinado (Figura

1)..

Sincronización Cronometría Transmisión

Acoplamiento

Receptor Vías aferentes Reloj Biológico
Vías eferentes Efectores

Figura 1.. Diagrama que muestra los distintos componentes de! sistema
circadiano de la rata, en donde se señalan ¡os procesos que medían cada uno
de los componentes del mismo,,
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En los mamíferos uno de los relojes biológicos está situado en el núcleo

supraquiasmático (NSQ) (Moore,1994), puesto que la lesión electrolítica del NSQ y no

de otras estructuras cerebrales, elimina diferentes ritmos circadianos conductuales,

endocrinos y metabólicos,, Esta arritmicidad se puede observar tanto en condiciones

de oscilación espontánea como de sincronización, en una amplia variedad de

especies de mamíferos incluyendo primates (Moore y Eichler, 1972; Stephan y

Zucker, 1972; Van Den Pool y Powel, 1979 y Pickard y Turek, 1982b),,

Además, el NSQ presenta ritmos endógenos circadianos tanto en la actividad

eléctrica (Groos y Masón, 1978; Groos y Hendriks, 1982; Groos y Cois, 1983; Green y

Guillete, 1982; Inouye y Kawamura, 1979; 1982) como en la de captura de 2-

deoxiglucosa "in vitro" e "in situ" ( Schwartz y Gainer, 1977; Schwartz y Cois, 1980;

Schwartz y Cois, 1983; Newman y Hospod, 1986 ) en diferentes especies ( Schwartz

y Cois, 1983; Flood y Gibbs, 1982; Cassone, 1988; Schwartz y Crosby, 1985),

Por otra parte los transplantes de NSQ fetal a sujetos arrítmicos inducen la

recuperación funcional de diferentes conductas rítmicas (Drucker-Colin y Cois, 1984;

Sawaki y Cois, 1984; Ralph y Lehman, 1991; De Coursey, 1989; Ralph y Lehman,

1990; Aguilar y Cois, 1986,1992a; Boer y Griffioen, 1992; LeSauter y Silver, 1994),,

Cuando estos transplantes se realizan, entre un hámster de periodo normal y un

mutante de periodo corto (llamado Tau; Ralph y Menaker, 1988), demostraron que el

periodo del ritmo restaurado siempre reflejaba el periodo del genotipo del tejido

donador (Ralph y Cois, 1990),,

SINCRONIZACIÓN
El sistema circadiano provee de información útil al organismo, mediante la cual

la fase y el periodo del ritmo transmitido pueden ser ajustadas a la fase de los

cambios cíclicos ambientales; un proceso llamado sincronización,,

Para demostrar que la oscilación de una variable ambiental actúa como una

señal sincronizadora del sistema circadiano, deben ocurrir los siguientes eventos:

1) El periodo del ritmo circadiano se ajuste al período del ciclo ambiental

(igualando su valor),,

2) Que se establezca y se mantenga una relación de fase estable entre el ritmo y

el sincronizador.

3) Que al retirarse la señal temporal el ritmo inicie su oscilación espontánea en la

fase determinada por el ciclo ambiental y no por el ritmo previo a la sincronización.,
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El ajuste de tau sólo es posible dentro de ciertos límites de frecuencia del

periodo del sincronizador (T), estos ¡imites conforman el intervalo de sincronización
para el marcapaso circadiano (de 21 hrs., a 28 hrs,)., Sólo cuando la frecuencia de la

señal temporal se encuentra dentro de este intervalo, es cuando esta puede ser

efectiva y sincronizar a un ritmo biológico (Pittendrigh y Calderola, 1973; Pittendrigh y

Minis,1972),, Este efecto se incrementa cuando se aumenta la potencia del

sincronizador, esta potencia afecta a la ritmicidad en dos parámetros: a) en la

velocidad de los cambios de fase y b) en la estabilidad del control de la fase,

Debido a que el amanecer y el ocaso son los indicadores más precisos y

confiables de los cambios diarios en el ambiente, no es sorprendente que la luz sirva

como la señal temporal principal responsable de la sincronización del reloj circadiano

a ritmos ambientales,,

Los estímulos sincronizadores en aironas condiciones pueden producir una

aparente sincronización del organismo a su ambiente, en estas circunstancias el

estímulo actúa directamente sobre los sistomas efectores de la ritmicidad sin afectar

a los osciladores biológicos, fenómeno llamado enmascaramiento. La principal

característica de este fenómeno es que aunque ei ritmo ajuste su fase al estímulo

ambiental, este último no afecta ni al periodo ni a la fase de! reloj biológico,,

CURVA m REMBSIA DE FASE
Como se menciono anteriormente debido a su capacidad de sincronización los

ritmos circadianos en oscilación espontánea pueden sufrir cambios en la velocidad de

oscilación que se traducen en adelantos o retrasos del ritmo en estudio llamados

cambios de fase,, Un cambio de fase es ¿i :esplazamiento gradual en la ocurrencia

de una oscilación, la cual retorna a la esta i¡:,oad del periodo previa al estímulo en un

intervalo mayor o menor dependiendo Ja las características del estímulo y el

oscilador Cuando esto ocurre la fase cíil Km o endógeno se ajusta progresivamente;

los ciclos durante los cuales ocurre el v.yjsia ^ o fase al estímulo se denominan ciclos

transitorios,, El número de ciclos ira; r

relación de fase se llama velocidad i -

dirección de los ajustes de fase y de! er

Daan, 1976),,

necesarios para alcanzar una nueva

• de sincronización y depende de la

endógeno del oscilador (Pittendrigh y

ras com
DE OPJGSIí
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En los mamíferos ei proceso de sincronización a diferentes fases del ciclo

circadiano ha sido caracterizado a través del estudio de los efectos de la exposición a

pulsos breves de luz, en animales mantenidos en condiciones de obscuridad

continua, £n este paradigma la magnitud y la dirección de los cambios de fase son

dependientes del momento en que se presenta el estímulo con respecto a la

oscilación en estudio, su representación gráfica se denomina curva de respuesta de

fase (CRF)., En dicha curva sé gráfica en la abscisa la fase del ciclo circadiano en la

que se presenta el estímulo expresado en horas circadianas, y en la ordenada la

magnitud del cambio de fase observado en el ritmo una vez alcanzado el estado

estable, graficados en horas ó minutos como avances (valores positivos) o retrasos

(vaiores negativos),

En ¿a CRF cuando a un animal nocturno se le presentan pulsos de luz al inicio

del periodo de actividad (noche subjetiva temprana) se observan retrasos de fase, si

los estímulos se aplican al final del periodo de actividad (noche subjetiva tardía) o al

principio de! día subjetivo se observan avances de fase,. Durante las horas de

inactividad (rho, día subjetivo) los pulsos de luz no tienen efectos y a esta región se le

denomina zona muerta,,

Las características generales de la CRF son muy similares en todas las

especies, sin embargo se encuentran diferencias en la forma de la onda, en la

amplitud y en la relación entre los avances y los retrasos de fase, La CRF es una de

las contribuciones más importantes para la comprensión de cómo los estímulos

cíclicos ambientales sincronizan al reloj biológico; además de ser la principal

estrategia experimental a través de la cual es posible estudiar las propiedades

dinámicas del reloj biológico responsable de la generación de los ritmos circadianos,,

aae^^SUSTRATO ANATÓMICO DE LA SINCRONIZACIÓN
La información relacionada con el ciclo luz-obscuridad es transmitida al NSQ

por dos vías distintas: 1) Una proyección monosináptica originada de las células

gangíionares de la retina, (Moore 1972, Johnson 1988), ei tracto retinohipolalámico

(TRH); y una vía indirecta a través del tracto geniculohipoíalámico (TGH), el cual

proyecta de neuronas localizadas en la hojuela intergeniculada (HIG), un

componente del complejo geniculado lateral ventral (NGLv) que también recibe

proyecciones de la retina (Moore 1994),,
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La eliminación del TRH por la enucleación bilateral (Rusak y Zucker, 1979) o

por cortes selectivos cíe axones reuníanos que innervan ei NSQ (Johnson y Cois,,

1988) producen la pérdida de ia sincronización por luz y la persistencia deí ritmo en

oscilación espontánea,

El TRH es bilateral y se sobrepone con otras terminales aferentes

concentradas en la región ventral del NCG; las células ganglionares (del tipo de

células W) que dan origen al TRH están ar: püamente distribuidas a través de la retina

y se especializan en integrar infornnciór sobre la intensidad luminosa,, Esta

proyección está compuesta principalmente prr axones finos no mielinizados (Masón y

Cois, 1977; Millhouse, 1977; Pickard, 19P0 1982a); algunos de estos axones que

inervan al NSQ mandan colaterales axcn?! s a la HIG (Pickard, 1985),,

En los roedores, la arborizacrr íerr.-:ml de esta aferencia retinal está siempre

segregada dentro la región ventrohter^l t?1 núcleo y coexiste con la arborización

terminal de aferencias visuales secundan?- < imo la de la HIG.. Las sinapsis entre las

terminales ópticas y las células de esta n^io i del NSQ son del tipo axosomátíca y

axodendrítica (Tanaka y Cois,, 1993); hs úlulas del NSQ que son inervadas por el

TRH son inmunoreactivas para e1 r íp t : lr vasoactivo intestinal (VIP) y para la

hormona secretora de gastrina (GRD) Ca

Den Pol y Tsujimoto, 1985),,

Estudios inmunocitoqu[micos denur

en la porción ventral dei NSQ contier -?n ;

1991; Castel y Cois,, 1993; De Vries y Ooi-

y axones de células ganglionares rr:ní- -y

de evidencia apoyan la participación de

circadiana por la luz La administración l e :

NMDA bloquean los cambios d^ í ^e 'r,6

locomotora (Colwell y Cois,, 19£0; 19: 1;

Cois, 1992; Rea y Cois, 199 3) :c -

excitatorios inhiben la inducción de 'r. o

1991,1992), en tanto que la adrninis raciór

de Fos "in vivo" (Ebling y Cois,, 19P ¡ U '

supresión de la melatonina por !a luí r|. ;•

antagonistas a los aminoácidos e; ¡t: ~":

1991),

-1. y Cois, 1981; Stopa y Cois, 1988; Van

.i-. :n que ias terminales axónicas del TRH
11 os niveles de glutamato (Van Den Polt

• :^Q3). además se han localizado somas
:- —lunoreactivas al glutamato, Dos líneas

'uíamato en la regulación de la fase

r onistas a los receptores a NMDA y no

'•nos por la luz en el ritmo de actividad

r ,,-!! y Menaker, 1992; Vindlacheruvu y

s antagonistas de los aminoácidos

nr -os por la luz en eí NSQ (Abe y Cois,,,

roonistas a NMDA induce la expresión

'-• (Shibata y Cois,, 1994),, Además, la

-' bloqueada por la administración de

.: ihi \' Cois,,, 1991; Takeuchi y Cois,,
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Además de! gfutamato, algunas otros neurotransmisores han sido localizados

en las células ganglionares retínales, ios cuales incluyen el factor secretor de

corticoíropína, el GABA, la substancia P y LANT-6 un péptido parecido a la

neurotensina

La segunda aferente visual al NSQ involucra proyecciones del NGLv y de la

HÍG,, Esta proyección, llamada TGH, es bilateral y cursa a través de los tractos

ópticos hasta ei NSQ, Las aferentes del TGH son confinadas al NSQ ventrolateral en

estrecha relación con las aferentes retínales (Pickard, 1982a; Card y Moore, 1982;

MooreyCard, 1994),.

La proyección del complejo geniculado al NSQ fue iniciaimente revelada como

parte de un arreglo de proyecciones eferentes del NGLv (Ribak y Peters, 1975;

Swanson y Cois,, 1974; Cosenza y Moore, 1984),, Sin embargo, análisis

subsecuentes demostraron que las aferentes del geniculado al NSQ se originaban de

una delgada lámina de neuronas que fue distinguida por su ¡nmunoreactividad al

neuropéptido Y (NPY) (Card y Moore, 1982, Harrington y Cois,, 1985,1987; Moore y

Cois,, 1984; Pickard, 1982).. Estas células están localizadas entre el NGLv y NGLd y

se conocen como la HIG, La HIG es estructural y funcionalmente distinta del NGLv y

NGLd, aún cuando sus bordes no son realmente muy aparentes, se sugiere que la

región rostral de la HÍG está confinada al área entre el NGLv y NGLd y la región

caudal termina con la zona incierta lateral al lemnisco medio y tiene una extensión

rostrocaudaf de 2,2 mm de largo (Morin y Cois,, 1992),

Además de células que contienen NPY, en la HIG también existe una

población substancial de neuronas inmunoreactivas a encefalina, substancia P y

GABA (Card y Moore, 1989; Takatsuji y Tohyama, 1989; Mantyh y Kemp, 1983),

Las neuronas de la HIG pueden dividirse en tres grupos en base a su

contenido peptidérgico y a sus proyecciones: 1) Las neuronas inmunoposítivas a

GABA y NPY que proyectan ai NSQ; 2) Las neuronas inmunoreactivas a GABA y

encefalina que proyectan a la HIG contralateral y al NSQ y 3) Un pequeño grupo de

neuronas que proyectan al NSQ pero que no se ha caracterizado su transmisor

(MooreyCard, 1994)

La microinyección de NPY dentro de la región del NSQ produce cambios de

fase en la actividad locomotora y en la actividad neuronal de ratas y hamsters (Albers

y Ferris, 1984; Albers y Co!s, 1984); esta ocurre cuando se administra durante el día

subjetivo (CT 3 y CT 9) (Shibata y Moore, 1993; Medanic y Guillete, 1993) y no
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durante !a noche subjetiva,, Este efe;.fo ;:ep jr íe del NSQ ya que cuando se inyectan

estos péptidos en él liquido cefalorraquídeo, ro se presenta ningún cambio,, El patrón

de cambio de fase producido por ei NPY es similar a los producidos por pulsos de

obscuridad en sujetos mantenidos en luz conünua (Bouios y Rusak, 1982),

Por otra parte se ha s u f r i d ' que 'a T ; funciona como un integrador de la

luminiscencia (Harrington y R.isak, 1?90 1^91) ya que su lesión disminuye la

velocidad de resincronización o! ciclo do ¡luir: nación nmbiental y altera los efectos de

la luz continua sobre la ritmicir'ad Cría; ing^n y Rusak, 1986, 1988; Pickard y cois,

1987)

Una tercera vía aferente ^str rep'es^t^Ha por un sistema de fibras

serotoninérgicas que se o r i g i r i de n^uroms del rúcleo rafe medio (MNR) y rafe

dorsal (DNR) las cuales son la -vente p inci; ! de terminales serotoninérgicas al NSQ

(Nojyo y Sano, 1978; Azmitia v Serr\\ 197P), El prea de proyección de ésta en el

NSQ se sobrepone a los campes term nales de! TRH y TGH ( Card y Moore, 1982;

Moore, 1978), y realizan contac^s sin?;;ticoc: axosomáticos y axodendríticos sobre

células inmunoreactivas a VIP ( Bcsirr y Peauder 1985; Francois-Bellan y Guy y

Cois,,, 1987;Bosler, 1989),,

Aunque la inervación ser^toninérgica :e( NSO no es esencial para la expresión

de los ritmos circadianos (Blo:k y Zucke-, 197O la lesión de esta proyección

(Szafarczyk y Cois, 1981; Le ,'ine *> Cois 1986; Smale y Cois, 1990; Morin y

Blanchard, 1991 a y b), o miii¡iu!:¡ ion^s farmacológicas de la síntesis y

degradación de la serotonína (ü-H"n (Szafarczyk y Cois, 1979; Honma y Cois , 1979;)

alteran el periodo, el ángulo c?. íscs > \z spr e: ta de fase a la luz del NSQ en

roedores,,

Por otra parte se ha rerortado recientemente que el núcleo paraventricular
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Estos núcleos, así como ios intralaminares talámícos han sido considerados

como parte del complejo nuclear "no especifico", el cual sirve de relevo a !a formación

reticular del tallo cerebral, y de esta forma influye a amplias áreas de la corteza

cerebral,, Sin embargo recientemente ha quedado claro que estos núcleos reciben

aferentes específicas de la corteza infralimbica, del septum lateral, del área preóptica

medial, así como de la corteza entorrinal y del hipocampo; por otro lado, proyectan a

sitios específicos de la corteza cerebral y el estriado, La especificidad de estos

núcleos está dada por e! orden topográfico de sus conexiones aferentes y eferentes

(Groenewegen y Berendse 1994).

El PVT proyecta a varios sitios del cerebro, estas proyecciones están

organizadas topográficamente a lo largo del eje antero-posterior y dorso-ventral;

dentro de éstas proyecciones se encuentra una conexión con el NSQ,

El campo terminal de está proyección dentro del NSQ es único en algunos

aspectos: en su densidad, en su inclusión dentro de las subdivisiones ventrolatera! y

dorsomedial y en la existencia de una de las pocas aferencias no visuales al NSQ El

origen de ésta inervación es en su mayor parte del PVT anterior; el PVT posterior

participa con un pequeño número de fibras, localizadas predominantemente a lo largo

de la superficie ventricular del NSQ, esta región del PVT es el sitio a donde llegan

principalmente las proyecciones provenientes del NSQ (Moore y Moga 1995),, Por otro

lado, el glutamato es el principal neurotransmisor de las neuronas del PVT que

proyectan al NSQ (Moga, M.M.. y Moore, R..Y. 1996),, Esta proyección ha sido

reportada tanto en especies diurnas como en nocturnas (Novak y Cois 2000),

El PVT de roedores diurnos, como el Arvicanthis nilotícus, presenta un ritmo

diurno en la expresión de c-fos (Novak, C.M. y Cois.. 2000); en la mayor parte del

núcleo la expresión de c-fos es muy alta en el periodo de actividad de este animal,

presentando la mayor inmunoreactivídad en ZT1, cuando el sujeto inicia su vigilia; en

cambio en el periodo de reposo (fase de obscuridad) no se observa

inmunoreactividad alguna en el PVT, En el caso de ios roedores nocturnos, la

expresión de c-fos en el PVT, se incrementa durante la noche cuando fas ratas son

activas y muestran menos episodios de sueño, (Novak y Nuñez 1998; Peng y Cois,

1995), Debido a este patrón de expresión de c-fos se sugiere la posibilidad de que el

PVT esté relacionado con el mantenimiento del inicio de la vigilia, pues la expresión

máxima de c-fos se presenta al inicio del periodo de actividad y no a la mitad del

mismo, en está parte del ciclo otras estructuras podrían ser las responsables del
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mantenimiento de la vigilia en ¿ esto -le\ per.odo do actividad,, (Novak, C M y Cois,

2000),,

Recientemente se reporto una mayor inducción en la expresión de c-fos en el

PVT posterior, después de que al animal se le sometió a 6 horas de deprivación de

sueño, lo anterior confirma la p: '^¡csoión de! PWT en la vigilia (Semba y Cois,, 2001),,

Por otra parte, el PVT ; r^sant^ una alta densidad de sitios de unión a la

melatonina (Ebiing y Cois H t í ) , aunque estos sitios no presentan variaciones

diurnas a lo largo del fotoperior: o (Recio y Cc!s 1996)

La lesión electrolítica del PVT no impide la regresión testicular inducida por

fotoperiodos cortos en hámster 'W<rq y Co1^ 1£9?\ otros estudios en esta especie

demuestran que la microinve :ón cl-i me!?l:^in- dentro del PVT no inhibe la

maduración gónadal, en las n as dosis que fueron efectivas cuando se administró

en el NSQ/(Badura y Goldman 1992) ^sto ?! qiere rué el PVT no es necesario para

las respuestas gónadales indu-"'"^? oof fotoc^odor cortos y tampoco es necesario

para la expresión de las adapc iones invernáis c i el hámster (Purvis y Duncan

1997),,

Otros estudios reportan que ^amstrrs co i lesiones extensas del PVT,

muestran ritmos circadianos de activid id locomotora en obscuridad continua (0:0),

también muestran la misma ^ l o r i dad de ^sincronización a un nuevo ciclo luz-

obscuridad que sujetos intactos 'Ebünn y Co's, 1°9?) En ratas enucieadas, la lesión

del PVT modifica la ritmícidad nrcaciana, incrementando el periodo en oscilación

espontánea y concentrando !: ^ot^idad ¡o: motón dentro de la noche subjetiva

tardía (Moga y Moore 2000); f -* S'joi. ra ci\z ?.! °VT aunque no es esencial para la

expresión circadiana en hamsf • •' rata-, es i ^a narí? integral del sistema circadiano

que puede estar interviniendo ;: a reculac'^ d° di frentes parámetros del mismo,

iir A

Puesto que otras afer.n, ias r i N:.'. ,. cono las del TRH, de! TGH y la

proveniente de rafe, participar > , o! ore ;esc i3 s.ncrcnización, se podría esperar que

otras proyecciones a este nu l" n ;. ,e 1 ar\ este proceso, Como parte

de estas proyecciones recién. . !, r • ¡o a ¡a originada en el PVT, ya

que este núcleo envía proy :;¡on.-.s a k.:. *:.Mc¡pales componentes del sistema

circadiano, incluyendo el NSC a .0; 3 £_.'. ar.iv;::itr¡cular (Watts 1987) y la HIG

12
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{Weiss 1992), Sin embargo la participación del PVT en el sistema circadiano no ha

sido determinada.

Dentro de las posibles funciones del PVT en el sistema circadiano estaría la de

participar como un componente aferente, es decir, formar parte de las vías de

sincronización Con relación a la luz esto sería posible debido a que el PVT recibe

proyecciones de la HIG, PVT también podría estar relacionado con la sincronización a

otros tipos de señales ambientales, pues recibe amplias proyecciones de distintas

áreas cerebrales,

Para poder resolver este problema nosotros planteamos dos estrategias de

estudio, las cuales implican la utilización de la curva de respuesta de fase como una

herramienta que nos permite observar las respuestas del NSQ a diversos estímulos,,

La primera estrategia consiste en el uso de ratas con lesión electrolítica del PVT, lo

que nos permitirá cuantificar las respuestas del reloj biológico a pulsos de luz sin !a

participación de esté núcleo, La segunda estrategia consiste en la cuantificación de

las respuestas de fase del NSQ a la estimulación por pulsos eléctricos y químicos

dentro del PVT

iTmnrTii«nwffn'^^

HIPÓTESIS GENERAL: Las aferentes al NSQ originadas en el PVT anterior
participan en la sincronización a la luz de los ritmos circadianos,,

Hipótesis Específicas:

1 , - Si el PVT anterior participa en el proceso de sincronización a la luz, entonces su
lesión electrolítica modificará las respuestas de fase inducidas por pulsos de luz, así
como ocasionará alteraciones en el ajuste al fotoperiodo completo y fotoperiodo
esqueleto (acción paramétrica y no paramétrica de la luz),, La lesión selectiva de las
zonas anterior y medial-posterior del PVT permitirán determinar si los efectos
involucran las aferentes (PVT anterior) ó las eferentes (PVT posterior) del NSQ,

2..- Debido a que tanto la proyección de! PVT anterior al NSQ, como el TRH utilizan el
mismo neurotransmisor (glutamatoj, entonces la estimulación eléctrica del PVT
anterior producirá respuestas de fase parecidas a las producidas por pulsos de luz en
sujetos intactos
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3.- Si los efectos producidos por la es ün dación eléctrica son resultado de la
activación de las neuronas del PWT an: ¡ñor entonces la estimulación con glutamato
de los receptores químicos lcc.;íizadcs en las neuronas de PVT anterior ocasionará
respuestas de fase parecidas a las producidas por pulsos eléctricos,, En caso
contrario, los efectos de la es'-rrjlació.i e!:;c:,ica serían atribuidos a la estimulación
de fibras de paso,,

OBJETIVO GENERAL:
1 — Determinar el papel del FVT se bre e! proceso de sincronización a la luz del ritmo

circadiano de ingesta de BQUP. c e a rau en 11 epa Wistar.

Objetivos Específicos:

I Determinarla curva de respuesta a o fase (CRF) a pulsos de luz de 60 minutos de
duración,,

ti Obtener las respuestas de Use para estímulos luminosos en tres puntos de la
CRF en organismos con íes -:n eíectnlíti v: del PVT medial-posterior,

III Obtener las respuestas de fase pira estímulos luminosos en tres puntos de la
CRF en sujetos con lesión electrolítica del PVT anterior

IV Establecer el eí c¡o de J la i electrolítica del PVT anterior sobre la
sincronización al fotoperiod comple: ; y . :'-torv:odo esqueleto,

V Determinar la velocidad de resincronización de sujetos lesionados del PVT anterior
a un cambio de fase del fo¡C"erio.,n c yr..i\: o

VI Estimaría respue? -i Je .ese ,;a'í ^r.'ímulo^ e'áctricos en el PVT anterior, en tres
puntos de la CRF,

V i l - - - Caracterizarla respuesta de case oirá estímulos químicos (glutamato) en el PVT
anterior en tres puntos de 'a CRF.
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ANIMALES Y CONDICIONES GENERALES:

Se utilizaron ratas machos de la cepa Wistar con un peso de 180-200 gr; antes

del experimento los animales se mantuvieron bajo un ciclo de iluminación de 12 hrs

de luz y 12 hrs de obscuridad (las luces se encendían a las 8 a.,rn., con una

intensidad de 400 lux,,),, Los cuartos de registro estaban sonoamortiguados y la

temperatura se mantuvo entre los 20° y 22° C La comida y el agua se administraron

"ad libitum",, Las jaulas para los animales se limpiaban cada semana,

REGISTRÓ CONDUCTUAL DE INGESTA DE AGUA:

Los sujetos fueron colocados en un cuarto sonoamortiguado bajo luz roja

tenue, en cajas individuales de plástico transparente (50x30x35 cm), en donde se

registro la conducta de ingesta de agua en forma continua (en diferentes condiciones

experimentales), Las cajas tenían una placa de aluminio en el piso, Justo por encima

de la placa se colocó un bebedero de acero inoxidable cubierto con un tubo de

plástico que sobresalía 2mm, Para que el sujeto bebiera el agua era necesario que

se parara sobre la placa del piso e introdujera la lengua dentro del plástico protector,

Esto garantizaba que la rata sólo hiciera contacto con el bebedero cuando tomaba

agua y no al realizar otras actividades La placa y el bebedero se conectaron a un

sensor, cada vez que la rata tocó el bebedero generó una señal eléctrica, Esta ultima

se detectó y colectó en una computadora PC 386 y se almacenó en intervalos de 15

min,, (figura 2),,
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SENSOR DE \

_ CANALES J

Figura 2 Diagrama que muestn lis :¡ frentes etapas del registro de la conducta de

ingesta de agua, desde la captar .¿ i os dalas hasta el análisis y graficación de los

mismos por parte del sistema d 2 registr:,

Los datos así obtenidos se utilLaron para su posterior graficacíón y análisis

estadístico., Inicialmente los rhí^s grafi ;pron como actogramas dobles. El

actograma es un tipo de graf; ue o i s i f t e de una serie de histogramas

individuales ordenados secuer; "' ~ •, cada histograma representa en las abscisas

los intervalos de tiempo de registro en que se dividió un día y en las ordenadas la

intensidad de la variable estudiada, ac ; -:omo !cs distintos días de registro arreglados

a manera de renglón,,
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CURVA DE RESPUESTA DE FASE

Al inicio ele cada experimento, los sujetos fueron registrados de manera

simultánea bajo luz roja tenue, (50 lux), a los diferentes sujetos se les asigno

mediante un diseño aleatorio el tiempo circadiano a los cuales se les aplicó el pulso

de luz (cada sujeto recibió más efe un pulso de luz a diferentes horas circadianas),,

El análisis y obtención de ¡a hora circadiana se realizó de la siguiente manera:

Por convención se buscó el inicio de la fracción de actividad como un punto de

referencia identificable que llamamos, hora circadiana 12 (CT12). Se consideró que

CT 12 ocurrió cuando el brote de actividad presentaba una amplitud de cerca del 80%

de la actividad, que tuviera una duración de por lo menos 4 horas y que mostrara una

relación de fase clara con los ciclos previos y sucesivos, Cuando el animal mostró un

patrón bimoda!, el primer brote de actividad es seguido por un lapso de cerca de tres

horas de decremento de la intensidad, seguida por un incremento en la actividad de

más de 2 horas para finalmente desaparecer, En otros animales la actividad

permaneció constante por un intervalo de cerca de 8 horas y decrementó

gradualmente hasta que el brote de actividad es sustituido por un lapso prolongado

de inactividad,,

Posteriormente se realizó una regresión lineal de varios puntos de referencia,

el valor de la pendiente resultante fue el valor del periodo (tau); el valor de CT 12 del

último día se usó para calcuiar los valores de las distintas horas circadianas a las

cuales se estimuló, por ejemplo CT 6 y CT 23, en donde:

CT 6 = CT12 «•( 6 x tau/24 hrs,, Previo al inicio de actividad),

CT 23 = CT12 +(11 x tau/24 hrs, Posterior al inicio de actividad),,

Para obtener !a CRF a pulsos de luz se utilizó el siguiente protocolo; al sujeto

se ie colocó en luz roja tenue por 10 días, posteriormente se estimó CT 12 y el valor

del periodo, con base a estos datos se calculó el valor de la hora circadiana

seleccionada, se colocó al sujeto en una cámara que contenía en su interior una

lámpara fluorescente la cual suministró una intensidad de 400 lux,, Está estimulación

tuvo una duración de 60 min Posteriormente los sujetos regresaron a sus sitios de

registro, se registraron por 20 días más y finalmente se determinó la dirección y

magnitud del cambio de fase, tal como se indica en la sección de análisis y

estadística
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LESIÓN ELECTROLÍTICA

Previo a la cirugía, cada ani'nal fue anestesiado con hidrato de doral

(40mg/Kg) y colocado en un aparato e^ereotáxico (Kopf), El PVT se lesionó por el

paso de 1mA de corriente directa durante 45 seg a través de un electrodo de acero

inoxidabíe (totalmente aislado ce i epo: excepto a 1mm, de la punta),, El electrodo se

colocó en las siguientes coordenadas: Para el PVT medial-posterior AP=-2 4 mm a

Bregma, L=0 y V=--5,4 mm y para el P' 'T anterior AP=-1 0 mm a Bregma, L=0 y V=-

5..8 mm,, AI terminar la cirugía ! :s ani; iles rc-ternaron a sus cajas y no recibieron

ninguna otra manipulación hasta despu :̂  de dos semanas,

Para las lesiones falsas el c ;trodo fü3 introducido en las coordenadas

mencionadas en el párrafo anterior, p r ; : no se aplicó corriente eléctrica alguna

IMPLANTACIÓN DE ELECTRODO .5 Y LAS

Los sujetos fueron anes JSÍC

implantó estereotáxicamente un ele.:;

grosor) o bien una cánula de acoro ir.

PVT anterior (coordenadas A?~ 1 0

o la cánula fueron fijados al crér.eo c :

conector a cada polo de! electa !o "

cánula se le insertó un alambre f e r

ESTIMULACIÓN CON LUZ, ELE R "

Para la estimulación cor '-iz

durante 10 días, para obsen'3r -i r

obtuvo CT 12 y al día siguiente i c

iux) durante 60 minutos a partir de la f:

sujeto retornó a su caja d^r r r-

después de fas cuales se det°rnr nó r

La estimulación eléctnc cr -

Grass bajo luz roja tenue y P» k ap'

una duración de 10 mseg, a u m f r c

cor, -id-ato de doral (40mg/Kg), y se les

do bipolar de cromo-níquel (300 mieras de

idabl? (calibre (ga) 25, 5mm de largo) en e!

3 Í;: .; L=0 y \,'= -5,8 mm); el electrodo

:r¡!icc dental y 4 tornillos, Al final se soldó un

r pi - Ttimuló a! sujeto En el caso de la

¡Í;O:;
 ! :^i.: fga 27) pnra evitar que se tapara,,

^' c ^ vsi.os 'os sujetos en luz roja tenue

i'-: -l •>• r'''\-\o en oscilación espontánea; se

!;~: ^ ; : aplicó o! estímulo luminoso (400

ashnada Después de !a estimulación cada

- r ¡o rnfi^os durante 2 semanas,

:n 3 ; T ^ í ^ r al <•' ijeto a un estimulador

i +-r rt.. .-^irruios eléctricos de 0.3mA con

-i i .-j-i o 5 Hz ñor ?0 minutos A! finalizar el
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pulso el sujeto se le colocó nuevamente en su sitio de registro,, La estimulación falsa

consistió en el mismo procedimiento sólo que no se aplicó estímulo eléctrico alguno,,

Para la estimulación química, los sujetos fueron inyectados a las horas

pertinentes con 1 \i\ de glutamato (1..5 jxg/p-l ) disuelto en buffer fosfato salino a una

velocidad de 0.2 jif/min , usando un inyector (calibre 27) conectado a una microjeringa

Hamilton de 1 jil. Al finalizar la inyección el sujeto se regresó inmediatamente al

sistema de registro, Para ios sujetos con inyección control se utilizó el procedimiento

anterior, pero se administró 1 \x\ de vehículo (buffer fosfato salino 0,1 M ph 7,2)

SINCRONIZACIÓN, RESINCRONIZACIÓN Y FOTOPERIOpO ESQUELETO,

La sincronización consistió en colocar los sujetos bajo luz roja tenue por 10

días, el cual se cambió a las 20:00 horas a un ciclo de luz-oscuridad (12:12, 8:00-

20:00) durante 20 días, con el fin de evaluar el número de días (latencia) que tardó en

sincronizarse al fotoperiodo., Posteriormente el fotoperiodo se retrasó 6 horas durante

20 días y se determinó la latencia de resincronización,

Con respecto al fotoperiodo esqueleto, este consistió en colocar al sujeto en

luz roja tenue por 10 días, posteriormente se aplicaron pulsos de luz de 30 minutos

de duración, cada 12 horas (8:00-8:30 AM y de 20:00-20:30 PM) por 20 días y se

determinó la latencia de sincronización

Se consideró a un sujeto sincronizado o resincronizado cuando la fracción de

actividad mostró un periodo de 24 hrs, con un ángulo de fase constante entre el inicio

de la actividad y el inicio de la obscuridad, mantenido durante 10 días consecutivos,

En el caso del fotoperiodo esqueleto se consideró a un sujeto sincronizado cuando la

fracción de actividad muestra un periodo de 24 hrs, con un ángulo de fase constante

entre el inicio de la actividad del sujeto y alguno de los dos pulsos, mantenido durante

10 días consecutivos,,

HISTOLOGÍA.

Al finalizar los experimentos ios sujetos fueron anestesiados con 1 mi (65

mg/m!) de pentobarbital sódico, inyectado intraperitoneaímente, y perfundidos

transcardiacamente con 250 mi de solución salina (0.9 %) seguido por 250 mi de

paraformaldehido lisina periodato (PLP) en buffer fosfato 0.1 M.. (ph 7 4),,
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Los cerebros fueron ext

fosfato salino, PBS) seguidos pe

por 24 horas, Después de la

congelados en hielo seco y cort

del PVT anterior al posterior se

y finalmente fueron montados e

tinción de Nissí (violeta de c

posterior revisión bajo un micros

Para la reconstrucción h:

cuales fueron dibujados con un '

ccbjaJos en sacarosa al 10% (en buffer

;r.;--P el :o y 30 % cada uno por lo menos

:sx: .n en sacarosa los cerebros fueron

" ! - \ - :°C en u*": "riostato,, Las secciones

n s¿- ;ii r ante en cabs multipozos de cultivo

.je'of .;.' ; 3rtos de r latina y se les realizó la

' r ' ^ ^ s e bajo LM cubreobjetos para su

•t;!-.ó un corte cada 160 mieras, los
;: ' i p. un mi" ^scopío Olympus,,

A N Á L I Sfí S Y ESTADISTIC \

El análisis de las respue

se realizó mediante un proced

del inicio de alfa (CT 12) en b :.

cada estimulación, la dif3rj¿ cL

al valor del cambio de fase en h

Los parámetros a eí1 :dr

dirección de los cambios de fa~

(ciclos transitorios) que ocurre

nueva fase estable,

Para analizar el curso te •

el número de días (transifHor)

Se consideró a un sujeto s'-icrr

hrs,,, con un ángulo de fase co-

obscuridad, mantenido durante

Los resultados de estr

análisis de varianza (ANOV£

significancia estadística se ^jnf

"II . • C

: ( stii tos p tocólos de estimulación

t_ J consiS'.. jn regresiones lineales

: -: ccnsecut-'cs antes y después de

des Une i trazadas correspondió

> .-•( spij 3sta r ; fase son la magnitud y

:o;V as: --no el número de días

rícion y e' establecimiento de una

renización a un fotoperiodo se evaluó

.j¡r'o ^n sintonizarse al fotoperiodo,,

cí dad r 'ostra un periodo de 24
: -ir -ie la ; -"tívidad y el inicio de la

AOS

r; compararon mediante la prueba

iri;«b?s -)o$t hoc "(Tukey) La

-•• ' io ••?! pro ' ^rna Stat Víew,,
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ér.ái&^£mmmM#ifá^^&-3tá¿3i-

- 1. sv

Determinar la curva dejespuesta de fase (CRF) a pulsos,de luz de 60 minutos de.
duración en la cepa de"rata Wistar. ' „ ' " \V

cJJióeño Experimental

Los sujetos fueron asignados aleatoriamente a las distintas horas que

conforman a un ciclo circadiano, Se utilizaron 48 animales machos los cuales se

colocaron en el sistema de registro a los 60 días de edad y se le registró la

conducta de ingesta de agua de manera continua por un periodo de 6 meses bajo

luz roja tenue,, Cada anima! recibió un pulso de luz en 4 distintas horas

circadianas, de tal manera que la CRF se construyo con 24 puntos (1 cada hora) y

cada punto lo conformaron 8 sujetos, Los datos fueron gráficados en actogramas

dobles, ios cuales fueron analizados visualmente, posteriormente se determinó la

magnitud y dirección del cambio de fase mediante un procedimiento gráfico

descrito en la sección de métodos,

.oáuuadoó
La arquitectura del ritmo circadiano conductual en ratas presenta algunas

características especiales en comparación con el hámster y el ratón; el inicio de la

fracción de actividad (el cual es el índice de fase más común) de la conducta de

ingesta de agua no es muy claro, principalmente por la presencia de brotes de

actividad esporádicos durante la fracción de reposo Aparentemente esta actividad

es aleatoria, con amplitud variable y en episodios de corta duración en la fracción

de reposo, o bien con componentes de actividad bien definidos inmediatamente

antes del inicio de la fracción de actividad (componente de fuga), Este

componente de fuga presentó una duración promedio de 1 hora y es seguida por

un intervalo de inactividad de aproximadamente la misma duración; el periodo de

este componente es usualmente más corto que el periodo que caracteriza a la
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fracción de actividad, pero en algunos casos llegó a ser igual o ligeramente mas

largo,,

En ia figura 3 se muestran ejemplos de animales que recibieron un pulso de

luz en tres horas circadicas características La CRF para la cepa Wistar se

muestra en la figura 4,, Esta presentó una región con avances de fase muy

pequeños y variables entre CT 1 y CT 7, lo cual corresponde a la zona muerta, El

punto de transición a la región de los retrasos se encontró en CT 7-8,, La región de

los retrasos correspondió de CT 9 a CT 16 con cambios de fase de una magnitud

de 90 a 120 minutos. En CT 17 ocurrió una transición abrupta de retrasos a

adelantos de fase, La región de ios avances se observó entre CT 17 a CT 0 con

cambios de fase de 90-120 minutos,,

Con base en estos datos se seleccionaron las fases de CT6,12 y 23, como

las representativas de cada zona de la curva de respuesta de fase a la luz,,
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Figura 3 Acíogramas representativos del registro de ingesta de agua ele tres ratas que
recibieron un pulso de luz en tres horas circadianas distintas En e! panel superior se aplicó un
pulso de luz (400 lux-60 min) en CT 6 (indicado por el triángulo) en donde no se observó
cambio de fase alguno, en cambio en el panel de en medio y en el inferior se observó un
retraso y un avance de fase respectivamente debido a que se aplicó un pulso de luz en CT 12 y
CT23,
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Curva de Respuesta de Fase a la
Luz en Rata
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Hora circadíana

Figura 4, Curva de respuesta de fase a la luz (400 lux-60 min) en la rata, Los avances
se indican con valores positivos, los retrasos con valores negativos,, En cada punto se
indica la media ± error estándar, n=8 En esta gráfica se observan tres regiones, una
región con avances de fase muy pequeños que correspondería a la zona muerta, una
región en donde se observan retrasos de fase (CT 9-16) y una región con adelantos
de fase que corresponderían a CT 17 a CT 0
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E x p e r i m e n t o 2 . 1 — La primera etapa del experimente se realizó con
obtener la respuesta de fase a estímulos luminosos en tres puntos de la curya.cle
respues.ta-.de ,fase* e n sujetos -con .íesiónieleetro'iítiea^de^ P\£T" Mtótóft
anterior. ~ , s

Para la primera etapa se procedió a usar un diseño mixto, con grupos

independientes y de medidas repetidas,, Se utilizaron 27 ratas, las cuales fueron

divididas en tres grupos; a) Con lesión del PVT medial-posterior, b) con lesión del

PVT anterior, y c) con lesión falsa, cada grupo con una n=9, El estudio inició en luz

roja tenue por un periodo de 10 días, posteriormente se íes aplicó un pulso de luz

(400 lux, 60 minutos) a la hora circadiana seleccionada (CT 6, 12 ó 23) en un

orden aleatorio, y se registró por otros 20 días., De tai forma que cada sujeto

recibió un pulso de luz en cada hora circadiana,, La dirección y magnitud de los

cambios de fase fueron medidas por un procedimiento gráfico (ver métodos),,

Keóuttado

El examen visual del registro de todos los sujetos antes y después del pulso

de luz mostró una arquitectura del ritmo de ingesta de agua bien definida,

presentándose varios componentes que se compactaban en un solo bloque de

actividad que se mantuvo a lo largo de todo el registro,,

La duración de alfa y de rho del ritmo de ingesta de agua en los días de

registro (10 días) previa al pulso de luz fue muy estable entre los sujetos; después

del pulso de luz, la duración de alfa fue ligeramente mayor que rho; esta

arquitectura se mantuvo en todos los sujetos, tanto lesionados como con lesión

falsa,

El análisis histológico reveló que de los nueve sujetos con lesión

electrolítica del PVT mediaí-posterior seis presentaron lesión completa de esta

región, y tres lesión parcial, De los sujetos con lesión completa del PVT medial-

posterior en 3 de ellos la lesión fue extensa involucrando otras regiones del tálamo

medial como el n, paratenial, el n.. intermediodorsal, el n habenular lateral y el n,,
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mediodorsal,, En los sujetos restantes la lesión fue más localizada dañando la

mayor parte del PVT medial-posterior, sin perjudicar el resto del tálamo medial,,

(Fig.5)

Con respecto a los sujetos con lesión del PVT anterior, de los nueve sujetos

lesionados sólo cinco presentaron la lesión completa de esta región, tres

mostraron una lesión parcial y en un sujeto ia lesión no abarcó un porcentaje

considerable del núcleo., La lesión completa abarcó a núcleos como el paratenial,

el paracentral, el centromedial, el medio dorsal, el anteromedial, el n,, habenular

mediaí y la estría terminalis,, En algunos casos la lesión fue más limitada,

abarcando ai núcleo paratenial, al centromedial y al mediodorsal, Las lesiones

parciales solo involucraron la región dorsal del PVT anterior (Fig, 6),

Todos los sujetos que presentaron lesión parcial se excluyeron del estudio,

por lo tanto quedaron 6 sujetos para el grupo PVT medial-posterior y 5 para el

grupo PVT anterior,

En los sujetos con lesión falsa, la estimulación con pulsos discretos de luz

en el día subjetivo (CT 6) produjo pequeños cambios de fase de una magnitud de

-6 67±5,65 min,, En cambio cuando se presentaron estos pulsos en la noche

subjetiva temprana (CT 12) o en la noche subjetiva tardía (CT 23) se produjeron

retrasos (-102,50+5,60 min) y adelantos de fase (+98..33±5.92 min)

respectivamente (Fig,, 7),,

Los sujetos con lesión completa de la región medial-posterior del PVT,

respondieron a los pulsos de luz aplicados en CT 6 (12,50+6,02 min) y CT 12 (-

86,66±4,59 min) con cambios de fase de magnitud similar a la de los sujetos con

lesión falsa, sin embargo en CT 23 se produjeron adelantos de fase de magnitud

significativamente mayor (+140,62±9,76, min F(8,51)=124..711;p<0..0001; Tukey

p<0.01) que los sujetos con lesión falsa (Fig, 8),

La lesión de la región anterior del PVT, produjo respuestas de fase a pulsos

de luz muy similares en CT6 (-13,50+7 64 min) y en CT12 (-109 75±6..71 min) a

las de los sujetos con lesión falsa, en cambio en CT23 el pulso de íuz produjo

retrasos de fase (-113,50±22,06 min), en lugar de los avances esperados, siendo

estos cambios significativos (F(8,51)=124.711;p<0..0001; Tukey p<0,001) (Fig,, 9),

Como era de esperarse se presentaron diferencias significativas en CT23 entre los

grupos con lesión del PVT medial-posterior y anterior (F(8,51)=124..711;p<0..0001;

Tukey p<0 001), Estos resultados se resumen en la figura 10,
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Figura 5 Reconstrucción histológica de cortes corónales del cerebro de 2 sujetos bien
lesionados, los cuales recibieron una lesión electrolítica en el PVT mediai-posterior, La
región sombreada (indicado por la flecha) correspondió al sitio exacto de la lesión; en e!
panel A se muestra un sujeto con una lesión extensa del PVT medial-posterior; en el panel
B se muestra un sujeto con una lesión menos extensa del mismo,
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Figura 6 Reconstrucción histológica de cortes corónales del cerebro de 2 sujetos bien
lesionados, los cuaíes recibieron una lesión electrolítica en e! PVT anterior La región
sombreada (indicado por la flecha) correspondió al sitio exacto de ía lesión; en el panel
A se muestra un sujeto con una lesión extensa en el eje antero-posierior de! PVT
anterior; en el panel B se muestra un sujeto con una lesión menos extensa del mismo,
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Experimento 2.2— La segunda étaba^deíW¿enmenfose'réaíjiórcort él
•* *í ^ * Í ' *^ ' '*• -̂>í ^d"" *~if£ *"• ^

establecer el efecto de la lesión -;elecíroíffiba * flef'IPvK 'añfenor^sol

sincronización a diversos fotoperiodos (comple^ ŷ  es^ufeleto)f y dpternjí

velocidad dé resincronización de estos£sujetós>áhieun cambio"d'erfafé7%y^

Para la segunda etapa se usaron dos grupos; a) Con lesión de! PVT

anterior y b) con lesión falsa, cada grupo con una n=9, Está inició en luz roja tenue

por un periodo de 10 días, posteriormente a las 20 horas se inició el fotoperiodo

12:12; iniciando la fase de luz a las 8:00 a,m. y !a fase de oscuridad a ¡as 20:00

p..m.,; se registró por otros 20 días; aí final del mismo se determinó la latencia de

sincronización al fotoperiodo por un procedimiento gráfico (ver métodos),, Una vez

que ios sujetos estuvieron sincronizados se retrasó 6 horas el inicio del

fotoperiodo, iniciando la luz a las 14:00 p.m, y la oscuridad a las 06:00 a.m, y se

determinó nuevamente la latencia a la resincronización (ver métodos),,

Finalmente a estos dos grupos, se les midió la conducta de ingesta de agua

en luz roja tenue por un periodo de 10 días, posteriormente se sometieron a un

fotoperiodo esqueleto, iniciando un pulso de luz de las 8:00 a,m, a las 8:30 a,.m. y

el otro pulso de las 20:00 p,,m a las 20:30 p m , se registró por otros 20 días más y

al final del mismo se medió la íatencia de sincronización al fotoperiodo por un

procedimiento gráfico (ver métodos), Finalmente sé perfundíeron los sujetos y se

realizó la histología con la tinción de Nissl, para identificar la región lesionada,

Al inicio del experimento los sujetos del grupo con lesión falsa presentaron

un ritmo en oscilación espontánea, después de iniciado el fotoperiodo (L:O 12:12)

algunos componentes se mantuvieron algunos días en fase transitoria antes de

establecer una relación de fase estable entre el inicio de la actividad y el inicio de

la oscuridad del fotoperiodo, siendo esto cada vez más preciso para finalmente

mostrar una clara sincronización al fotoperiodo (Fig, 11 A),
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LESIÓN FALSA
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Figura 7 Registros representativos de lu conducta de ingesta de agua de sujetos con
lesión falsa del PVT,, En el panel A se aplico un pulso de luz (400lux-60 min,, Indicado por
éi triángulo) en CT 6, el cual no produjo cambio de fase alguno, sin embargo en CT 12 (B)
y CT 23 (C) e! pulso de luz, produjo cambios de fase típicos de estas horas circadianas,,
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LESIÓN PVT MEDIAL
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Figura 8 Actogramas representativos de sujetos con lesión electrolítica en el PVT medial-posterior, En
el panel A se muestra un sujeto expuesto a un pulso de luz (indicado por él triángulo) en CT 6, el cual
no produjo cambio de fase alguno, en el panel B se muestra un sujeto con un pulso de luz en CT 12,
en e! cual se observa un retraso de fase; en el pane! C se muestra un adelanto de fase debido a la
aplicación de un pulso de luz en CT 23
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PAPEL DEL NÚCLEO PARAVENTRICULAR TALÁMICO EN LA SINCRONIZACIÓN

LESIÓN PVT ANTERIOR

IN,.UJ.I I ILU, IW I I. IU, I1. I I! I,.[ I I! I. IÍ. I I; I!
I
I, I!UÍ II!U!UUI I,

- 1 0 -
„ IJJU._1.

in ili nim li i¡ finíiuii nfji ili ulml ni Imln Auli ulmh liuíwlwh IIIÍIIUIUIIII ilmhiili nln JiulnAiilniíiiJniliii lmliiiliiiliiilii)l)iiliiiliiilmlinliiiln J

I0; i ívi^iíi/.v;.

fcí±ií.:.
L . . . .UI_*J.*_ * J

C -L- * M a» Jl**.Jll.̂ *

°(. i.i ^ i-V *JL*.

„ J. .. ,...— .. f\ AU.L

Y a - • -- A
,LLaj • „ A i

- h.._rfA. —X . 1 . L. I-

-10-

. i

^ LA • d. A «. J., • i

fit7fc., JÉ. _ J. J

iV»^-' j * - ¿ .-»

. . . . . . . . . r J L 1 . í -
. ., i - I . J L. L . * ., 1 . . . -KA- , J-.A J
.» I .. . . J i - , J..J. x .. . l\J.JL . ^ . . JL.. .,

10--

. A * «. 4 . • *
1» a i J .

JM J J. ^ ..
..ir»,, J. . ,. J
J I * 1 M ^ . .1 ,.J

• » j j j , J L 1 1 . I

•I LflaL. U f AL, I

. . . J . L i. H-. 1
. . . ..J. ¿Jb Jt.. i .

1 1 ,. 1 . ÍJL¿. á. „.,.,

« 1 j . - •. J. Ib i *

I_X •., L .

. J
1

a j , I ..Ai. k _J. .,

H ivs

Figura 9 Actogramas representativos dcble >bl d sujetos con lesión electrolítica en el PVT
anterior, En el panel A se muestra un sujeto e pues'o a un pulso de luz (indicado por él triángulo)
en CT 6, el cual no produjo cambios de faf e a guno an el panel B se muestra un sujeto con un
pulso de luz en CT 12, en el cual se observa un retrase de fase; en el panel C, en cambio el pulso
de luz dado en CT 23 ocasionó un retraso de íase en íug ir de los avances de fase esperados,,
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PAPEL DEL NÚCLEO PARAVENTRICULAR TALÁMICO EN LA SINCRONIZACIÓN

Curva de respuesta de fase a la luz en
sujetos con lesión del PVT
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Fig.. 10 Curva de respuesta de fase de sujetos con lesión falsa (n=9) y con lesión
electrolítica del PVT medial-posterior (n=6) y anterior (n=5),, Las barras representan el
promedio! error estándar de cada grupo experimenta!, en donde se observa la
presencia de diferencias significativas entre los grupos experimentales en CT 23
(F(8,51 )=124.711;p<0,0001; Tukey p<0..001) * indica las diferencias entre el grupo con
lesión del PVT medial-posterior y el grupo con lesión falsa; ** indica las diferencias
entre el grupo con lesión del PVT anterior y el grupo con lesión falsa,
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PAPEL DEL NÚCLEO PARAVENTRICULAR TALÁMICO EN LA SINCRONIZACIÓN

En los sujetos con lesión de! p\. T anterior, al inicio del fotoperiodo (12:12),

la actividad óe\ animal se separó en dos componentes, uno se ajustaba casi

inmediatamente al inicio de la oscuridad, e:¡ tanto que el otro presentaba varios

ciclos transitorios antes de estab ::.. una relación de fase estable, En algunos

sujetos se mantuvo un solo bloque de actividad, cuyo inicio se sincronizaba casi

inmediatamente, pero el final de la r^tividrr! presentó varios ciclos transitorios

antes de ajustar su fase en forma estable (Fig 11 B)

El análisis de latencias reveló c e en e! caso de los sujetos con lesión falsa

presentaron un valor promedio de ; 'V-n o días para poder sincronizarse al

fotoperiodo, en cambio los sujeto1 con lesión completa del PVT anterior

presentaron un valor promedio de 33+¡V-7 días para sincronizar el primer

componente de actividad (figura 1"^ !.: P r e n d a entre los dos grupos fue

significativa (t=3..78, df=9, p<0 00') rctcs r~\~)s hacen contemplar la posibilidad

de un proceso de enmascaramien'^ m 'n ¡repuesta de los sujetos con lesión de!

PVT' anterior al fotoperiodo complete

En la figura 13 se presentar1 la- fases ÍCT 12) en las que se encontraban

¡os sujetos justo el día en que se e^tab':".: el fotoperiodo, en donde se pudo

observar que ambos grupos se e'cc .:•*.[-• ir -••MV cerca del apagado de las luces

(0°), por lo que las diferencias obser . :^? ; n e! valor de latencias entre los dos

grupos no son debidas a que el gn ¡ :o experimental se encontraba cerca de los 0o,.

Posteriormente se procedió a n t re^ r 6 horas el inicio del fotoperiodo, en

donde los sujetos con lesión falsa -rr-.r -•>.>••; ~

algunos ciclos transitorios, para firn!n .-' • e. i\

entre el inicio de la actividad v el i.v.;': n- . ' - i r i

En cambio los sujetos lrc?ior.a.iof: ;;•

primero respondían casi innedic'Trr.e'-ía

estableciendo una relación de r;¡ ' -

fotoperiodo y la conducta dei su.? - - r

algunos sujetos tardaron varios c- : ^ i ¡r:-->-

con el nuevo fotoperiodo, a pesa" q> T. -¡ i •

a la oscuridad (Fig,, 14 B)

El análisis de latencias r ~

presentaron un valor prometo

^ ciara sincronización después de

biecer una relación de fase estable

:uridad (Fig, 14 A),

asentaron una respuesta bifásica,

a! retraso en el fotoperiodo,

nenie estable entre el inicio del

:o el final de alfa pareció que en

•?r una relación de fase constante

'o de alfa se encontró sincronizado

T -

retraso en el fotoperiodo en car: ,

promedio de 1,66+0,29 dias narn -i :r

15), Esta diferencia fue significad ¿ [i~4 '/.•

o de los sujetos con lesión falsa

as para poder sincronizarse al

esionados presentaron un valor

:io de ia fase de actividad (Fig,,

p<0,0007)
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Figura 11 Actogramas representativos de sujetos con lesión falsa (A) y electrolítica (B)
del PVT anterior, los cuales se encontraban los primeros días en 0:0, posteriormente se
inició un ciclo L:0 (indicado por la barra) con el fin de sincronizar el ritmo de ingesta de
agua; los días que tardó (latencia) en establecerse un estado sincronizado es indicado
por las flechas
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PAPEL DEL NÚCLEO PARAVENTRICULAR TALÁMICO EN LA SINCRONIZACIÓN

Finalmente se procedió a colee:- • ics sujetos en un fotoperiodo esqueleto

con el fin de determinar si los sujetes cen esión electrolítica del PVT anterior

presentaban enmascaramiento _¡ :„ ; . . - .

El examen visual de los act-r; ñas mostró que antes de aplicar el

estímulo, todos los sujetos con ¡esic u¡s;¡ mostraron un ritmo en oscilación

espontánea; al iniciar el fotooeriod-; e r^ .Jo to dichos sujetos mostraron un

alargamiento en el periodo y varics cz os :-nn ;itcrios antes de poder sincronizarse

al fotoperiodo esqueleto (Fig 16 •"•, r

por el resto del registro, Ei anót;s¡s v

con lesión falsa requirieron de 11 16 ±?

cambio" los sujetos con les;ón ce -

variaciones en la fase de inicio C3 c~

ésta sincronización reveló un /a! r d • i (

En la figura 17 se m u e ^ n la •••••

sincronización a un fotoperiodo es \, e

lesionados tardaron menos días en

sincronizarse al fotoperiodo eso::e ; t ;

significativa, (t=2..54... df 8, p <0 C >1

La fase en la que se ^

esqueleto es presentada en la Í:

grupos se encontraban muy r=?.-:

(0o), por lo que las diferencia? c

grupos no son debidas a que sr

alguno de

••-iiexp. una vez alcanzada, se mantuvo

c e ^ara este fotoperiodo los sujetos

: .; mediales) para sincronizarse, En

' I:1 PVT anterior, se presentaron
: :¡V E! análisis de las latencias a

•~r 40 l í a s .

a :e 'a latencia (medida en días) a la

:?. \c cua! muestra que los sujetos

i o r ¡a los sujetos con lesión falsa en

Bf.'a üferencia fue estadísticamente

:- i a suieto ai inicio del fotoperiodo

^ T Je se pudo observar que ambos

, . : :ios pulsos que se les aplicaron

•":: alor de latencias entre los dos

'. experimental se encontraba cerca de

dos pulsos(0°),
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PAPEL DEL NÚCLEO PARAVENTRICULAR TALÁMICO EN LA SINCRONIZACIÓN
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Figura 12 Promedio del número de días que tardó (Latericia) el ritmo de ingesta de agua
en sincronizarse a un ciclo L:O en sujetos con lesión falsa (n=9) y electrolítica del PVT
anterior (n=5), El asterisco indica las diferencias significativas entre los dos grupos
experimentales (T=3.78, df=9 p 0,001)
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Fig 13 Gráfica que índica la distribución a lo largo de un ciclo del inicio de la fracción de
actividad (dada en grados) de cada sujeto en cada grupo experimental en el momento de iniciar
el fotoperiodo completo, así como su promedio (indicado por las flechas), en donde se observa
que ambas poblaciones de sujetos se encontraban muy cerca al pulso al que se sincronizaron
(0o)
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Figura 15,, Gráfica que representa la media dei numero de días (barras) que
tardó en sincronizarse cada grupo experimental (n=9 y n=5), cuando se le
expuso a un retraso en el inicio del fotoperiodo El asterisco indica las
diferencias significativas entre los dos grupos experimentales (T=4.24, df=9 p
0,0001)
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Figura 17 Gráfica de! número de días que tardaron los sujetos de cada grupo experimental en
sincronizarse a un fotoperiodo esqueleto, El asterisco señala las diferencias significativas entre los
dos grupos experimentales (t=2,54,, df 8, p<0,001)
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Figura 18, Gráfica que indica la distribución a lo largo de un ciclo del inicio de la fracción de
actividad (dada en grados) de cada sujeto de cada grupo experimental en el momento de
iniciado el fotoperiodo esqueleto, así como su promedio (indicado por las flechas), en donde
se observa que ambas poblaciones de sujetos se encontraban muy cerca al pulso que se
sincronizó cada rata
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PAPEL DEL NÚCLEO PARAVENXRICULAR TALAMICO EN LA SINCRONIZACIÓN

Experimento 3.1— La primera etapa del expienmento consistió en estimadla,]
írespuesía, dé feserparahestftnulos eíétitcícp^ÉiekEVÍf
la curya de respuesta de fase i- ^\rv" ^ " v ^ r

iósño C^xporime

Se uso un diseño de muestras repetidas, en donde se utilizaron 9 ratas

machos, a las cuales se les implantó un electrodo en el PVT anterior, El estudio

inició en luz roja tenue por un periodo de 10 días, posteriormente se le aplicó un

pulso de corriente eléctrica, y se registró por otros 20 días; al final del mismo !a

dirección y la magnitud del cambio de fase fueron medidas por un procedimiento

gráfico (ver métodos), Ei protocolo se repitió, de tai forma que cada animal recibió

un pulso eléctrico en cada hora circadiana (CT 6, 12 y 23) y un pulso falso,

Posteriormente sé perfundieron los sujetos y sé realizó la histoíogía para la tinción

de Nissl, finalmente se elaboró la reconstrucción histológica de la región

implantada,

La arquitectura del ritmo circadiano de ingesta de agua fue el mismo que

los sujetos de los experimentos anteriores

La histología demostró que el electrodo se localizó en la región dorsal del

PVT anterior en 8 de 9 animales, en este último la locaiización del electrodo se

encontró a un costado del mismo, este sujeto no se utilizó para ningún análisis

posterior. (Fig 19)
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PAPEL DEL, NÚCLEO PARAVENTRICULAR TALAMICO EN LA SINCRONIZACIÓN

..>^\¿£j^^'A"^_ y

Figura 19 Reconstrucción histológica de cortes corónales del cerebro de una rata con un
electrodo implantado en el PVT anterior,, El círculo (indicado por la flecha) corresponde
al área en la que se encontraron los electrodos
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PAPEL, DEL NÚCLEO PARAVENTRICULAR TALAMICO EN LA SINCRONIZACIÓN

En la figura 20 se muestran ejemplos conductuales representativos de

sujetos a los cuales se íes apücó ei estímulo eléctrico en las horas circadianas

estudiadas

La manipulación sin estimulación eléctrica no produjo cambios de fase en

las horas circadianas utilizadas; la estimulación eléctrica que se aplicó en CT 6 no

causó una evidente respuesta de fase, cuando la estimulación se aplicó en CT 12

y 23 se presentaron cambios de fase similares a las producidas por pulsos de luz;

ef retraso de fase fue de -97,50±5,66 y los adelantos de fase de +112,.50±19..43

min, estás respuestas de fase fueron estadísticamente significativas (F(3,28)

=58.222, p<0 0001; Tukey) p<0..0001; figura 21)..

E x p e r i m e n t o 3.2- - La segunda etapa del experimentó qónsisfió en cara

ía respuesta de fase para estímulos químicos (glutamato) en^el

tres puntos de la'curva de respuesta de Jase. ' " ' * / ' ' ]

«Jjiósño experimental

Este consistió en un diseño de grupos independientes, en donde se

utilizaron 27 ratas machos, las cuales fueron divididas en tres grupos dependiendo

de las horas circadianas utilizadas (CT 6, 12 y 23), cada grupo tuvo una n=9, Eí

estudio inició en luz roja tenue durante un período de 10 días, posteriormente se le

aplicó una inyección intracerebral de glutamato y se registró por otros 20 días; ai

final del mismo se midió la dirección y ¡a magnitud de! cambio de fase por un

procedimiento gráfico (ver métodos), Posteriormente a cada animal nuevamente

se le aplicó una inyección de vehículo y se registró por otros 20 días, Finalmente

sé perfundieron los sujetos y sé realizó la histología con ia tinción de Nissl, para

elaborar la reconstrucción histológica de la región implantada,,
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PAPEL DEL NÚCLEO PARAVENTRICULAR IALAMICO EN LA SINCRONIZACIÓN

eó

La reconstrucción de la zona de inyección reveló que para el grupo de CT 6

de !os 9 animales implantados sólo 7 se encontraron en la región del PVT anterior,

en los otros 2 sujetos la cánula quedó a un costado del sitio de inyección, en el

caso de CT 12 y 23 de los nueve animales implantados sólo en un animal la

cánula quedó fuera de núcleo (Fig,, 22); los sujetos que se localizaron fuera de la

región de estudio fueron eliminados de análisis posteriores,,

En la figura 23 se muestran ejemplos representativos de !a conducta de

ingesta de agua de sujetos con inyección de glutamato

La inyección de vehículo no produjo respuesta de fase en las tres horas

circadianas utilizadas, Por otro lado la estimulación con glutamato en CT 6 indujo

una ligera respuesta de fase (-10,714±9 091) en cambio en CT 12 y 23 se

presentaron cambios de fase evidentes, siendo, el retraso de una magnitud de -

60,00+18 028 min y ios adelantos de fase de +91 667±5 27 min; estas respuestas

fueron estadísticamente significativas (F(5,41)=23 77;p<0,0001; Tukey p<0 001).,

Fig,, 24),,
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Figura 20 Actogramas representativos de sujetos con un electrodo implantado en el PVT
anterior a través deí cuaí se estimulo eléctricamente a este núcleo en tres horas circadianas,
En el panel A se muestra un sujeto ai cual se le aplicó un estímulo eléctrico (0 3 mA, cada 2
mseg,/30 min.) indicado por él triangulo en CT 6, en el panel B y C se presentan sujetos con
un pulso eléctrico en CT 12 y 23 en donde se observó un claro retraso y adelanto de fase
respectivamente,
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Curva de respuesta de fase para
la estimulación eléctrica de! PVT anterior
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Fig.. 21 Representación gráfica del promedio de la respuesta de fase de sujetos con
un electrodo implantado en el PVT anterior n= 9, en donde se observa que los
pulsos eléctricos producen una CRF similar a la de la luz, en donde CT 6 no
produce cambios de fase, en CT 12 retrasos y en CT 23 adelantos de fase
significativos (F(3,34) =58,222, p<0..0001; Tukey p<0 0001),,
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Fig, 23 Registros representativos de sujetos con una cánula implantada
anterior a través del cual se les inyectó glutamato (1ul)
horas circadianas, indicado por él triángulo La inyección dada en CT 6
ningún efecto, en cambio la inyección dada en CT 12 ocasiona evidentes
fase y en CT 23 adelantos de la misma,

en el PVT
en tres

no produjo
retrasos de
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Curva de respuesta de fase para
pulsos de glutamato en el PVT anterior
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Fig, 24 Representación gráfica del promed :: ¿a !a respuesta de fase de sujetos con una
cánula implantada en el PVT anterior, er donde se observó que las inyecciones de
glutamato también producen una CRF sin
produjo cambios de fase; en CT 12 (n=9
fase (F(5,41)=23..19;p<0..0001; Tukey p<0 G

a la de la luz, en donde CT 6 (n=9) no
retrasos y en CT 23 (n=9) adelantos de
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Los resultados del presente trabajo demostraron que ei PVT es un componente

integral de los circuitos neurales que median ios efectos de la luz sobre el sistema

circadiano en la rata, El papel dei PVT parece ser complejo ya que tanto los cambios

de fase como la sincronización a un ciclo L:O son afectados por la lesión,,

La lesión del PVT anterior alteró la dirección de las respuestas de fase del reloj

biológico en respuesta a pulsos de luz aplicados en la noche subjetiva tardía (CT 23);

la alteración en la respuesta de fase depende de la región dei PVT que se lesionó no

encontrándose efectos cuando se lesionaba el PVT medial-posterior,

De esta forma cuando se lesionó la región medíal-posterior del PVT y se aplicó

un pulso de luz (400 lux, 60 min) en CT 23 se presentó un aumento significativo en

ios avances de fase con respecto al grupo con lesión falsa, en cambio cuando se

lesionó la región anterior de! PVT y se aplicó el estímulo luminoso, ía dirección del

cambio de fase se invirtió, obteniendo retrasos de fase de una magnitud similar a

cuando se estimulaba en la noche subjetiva temprana (CT 12), este efecto sobre la

dirección no se ha reportado en la lesión de otra estructura relacionada con el

sistema circadiano; siendo que cuando se lesiona electrolíticamente la HIG o ei NRD

por administración de 5,7DHT en hámster y se aplican pulsos de luz en ¡a noche

subjetiva tardía, se observa disminución en la magnitud de los avances de fase

(Píckard y Cois, 1987), pero no se presentan cambios en la dirección de la respuesta

de fase Por otro lado, el efecto de la lesión del PVT sobre la región de retrasos de

fase (noche subjetiva temprana) fue nulo en ambas regiones del PVT, estos

resultados coinciden con los reportes que indican que la lesión de la HIG no presenta

efectos sobre la magnitud de los retrasos de fase 'Harrington y Rusak, 1986), sin

embargo otros reportes, que involucran la lesión de ^ HIG (Pickard y Cois,. 1987) y

dei MRN (Morín y Blanchard, 1991) muestran que h lesión de estas estructuras

aumenta la magnitud de los retrasos de fase

Estos resultados sugieren que el PVT modula las respuestas de fase del NSQ

a la luz, de manera diferente a como las modulan la U:G o el NRD, El aumento en la

magnitud o el cambio en la dirección de los a^^nce^ e fase podría ser debido a que

la sensibilidad del reloj biológico a la luz en b nc:~.: subjetiva tardía se ve alterada

por la lesión del PVT

o o
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La alteración en la sensibilidad del reloj biológico podría estar relacionada con

eventos que están involucrados en ei proceso de sincronización, como podría ser la

activación de las diferentes vías intraceíufares de señalización, como los segundos

mensajeros, necesarios para reinstalar la fase del reloj biológico,, Se ha determinado

que ía activación de estas vías intracelulares está restringidas a ciertas fases del ciclo

o dominios temporales (Guíete y Prosser, 1988; Prosser y Gillette, 1989; Gillette,

1996),, Estos dominios están relacionados con las fases del ciclo en las que ei reloj

biológico es susceptible a cambiar su fase por estímulos luminosos y con periodos de

sensibilidad a sistemas específicos de neurotransmisión, Estos cambios en la

sensibilidad del marcapasos van a permitir que la información sea filtrada

temporalmente para que pueda tener acceso a los mecanismos intrínsecos del reloj y

modificar su fase (Gillette et, al, 1995),

Durante el día subjetivo el NSQ expresa una sensibilidad bien caracterizada a

tratamientos que afectan a las vías reguladas por el AMPc; la aplicación de análogos

del AMPc a la mitad del día subjetivo estimula a una proteína quinasa A (PKA)

dependiente de AMPc lo cual causa adelantos de fase del ritmo de actividad neuronal

(Gillette y Prosser, 1989; ; Prosser y Gillette, 1989),,

Cuando se inicia la noche subjetiva la sensibilidad del NSQ a estímulos que

reinicien la fase cambia notablemente, la sensibilidad a la estimulación vía AMPc

disminuye (Prosser y Cois, 1989) y simultáneamente el NSQ aumenta su sensibilidad

a elementos que responden a la estimulación a agonistas glutamatérgicos; como se

señaló previamente el glutamato es el principal neurotransmisor del TRH y se ha

encontrado que en ei NSQ se expresan varias formas de receptores ionotrópicos a

glutamato, como los NMDA y no NMDA (Hastings et al. 1996; Mikkelsen et,, al, 1995),,

La aplicación intracerebral de antagonistas glutamatérgicos que interactúan con

ambos tipos de receptores ionotrópicos bloquean las respuestas de fase inducidas por

luz (Colwell y Menaker, 1992), in vitro la aplicación de glutamato produce cambios de

fase en el ritmo de actividad eléctrica del NSQ similares a los producidos por pulsos

de luz (Ding et,, al 1994; Shirakawa y Moore, 1994), Por lo que se considera al

glutamato como el primer evento de la cascada de señales que llevan a la regulación

de la fase del marcapasos en mamíferos,

Al parecer los elementos que participan en esta vía de señalamiento

intracelular en el NSQ son diferentes para que pueda ser inducido un retraso o un

avance de fase por la administración de pulsos de luz durante la noche subjetiva

En el caso de los retrasos de fase, la vía de transducción de señales es

iniciada con la liberación de glutamato, lo cual induce la activación de canales

intracelulares de ryanodina (RyR) en el NSQ a través de los cuales se libera calcio

(Ca2+) de los depósitos intraceíufares para producir un retraso de fase, El paso
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intermedio entre el glutamato y RyR aún no se conoce, pero se considera que un

posible candidato sea el oxido nítrico (NO) el cual a su vez estimularía la vía que

involucra a la ribosil ciclasa (ADR), o bien que actué directamente sobre RyR. Por lo

que se sugiere que la activación de RyR contribuye a ar la dirección en el cambio de

fase expresado por el marcapasos ( Diaz-fvi u ñoz y > • 1999; Ding y cois 1999).,

Por otra parte, la administración de pulsos breves de luz durante la noche

subjetiva tardía, fase en la que se inducen adelantos de fase conductuales, se

produce la liberación de glutamato de las proyeccic ,: de TRH, y la unión de éste al

receptor NMDA en el NSQ produce la entrada de Ce

ai,, 1993, 1995) que a su vez produce la activación :

que sintetiza a! oxido nítrico (NO) e! cua! es Lina

difunde libremente fuera de la célula que lo sinteíi:

(Brendt y Snyder, 1992),, Esta puede ser la se.-ia!

reloj,, A su vez el NO activa a la guanilil cichs : p •

cGMP, este aumento induce la activador do a

GMPc (PKG).

Las acciones posteriores a la activación r\e estos elementos incluyen la

activación de la proteína de unión de elementes oue responden al Ca2+/AMPc

(CREB) (Ginty y Cois, 1993); la fosforilación de <:-

modo común de las vías de señalización infrie ?lu

extracelulares que inducen la transcripción de

(Ca2+) extracelular (Bading et

i oxido nítrico sintetasa (NOS)

al parácrina gaseosa que se

como a células circundantes

•aria que media él reinicio del

que aumentan (os niveles de

i i na quinasa dependiente de

factor de transcripción es un

múltiple activadas por señales

es(Hunter, 1995); la luz, el

glutamato y el NO inducen fosforilación de CREB soi^ en la noche subjetiva (P-CREB)

(Ginty y Cois, 1993 y Ding et. ai, 1995 : e

intracelular involucra la activación de la caired'

MAP quinasa y otras quinasas que fosfora

expresión de genes vía elementos de respiss;

y Tischkau, 1999; Obrietan y Cois,, 1998),

Recientemente se ha determinado e rr>

el cual consiste de ia interacción de asas d ̂  •

transcripcionales/traduccionales; el asa c e-.

regulación dinámica de los tres genes per ¡

(mCryi y mCry2), la transcripción rítmica de es:

transcripción, CLOCK y BMAL1, los J?M

transcripción a través de elementos de la c ;

ia transcripción, traducción y modificación .̂

genes mPER y mCRY forman complejo-

núcleo; en el núcleo las proteínas mC^Y

interactuando directamente con CLOCK c
52

?*--! ^ i : a de la vía de señalización

n- - :-io, que a su vez activa a una

' ?. -3 esto a su vez induce ia

£ al 'AMPc (Ca/CRESs) (Gillette,

^••--r: o molecular del reloj biológico,

í >Í tación negativas de procesos

^ ntación negativa abarca la

-•?r / de dos genes cryptocromo

•. i y • -i es conducida por factores de

i odimerizan y aumentan la

'- . . s de un retraso impuesto por

onales, las proteínas de los

• r: s que son transportados al

: ;•.,. jomo reguladores negativos

£•• - con el fin de inhibir la
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transcripción de los genes mPer y mCry, al mismo tiempo mPER2 contribuye a la

transcripción rítmica de Bmali formando una vía de protoalimentación (feedforward),

ya que la disponibilidad de BMAL1 presumiblemente promueve la heterodímerización

de CLOCK:BMAL1 necesario para iniciar nuevamente la transcripción de los genes

mper/mcry,,

La luz puede afectar este mecanismo, ya que tanto mPeri como mPer2 son

regulados por la luz en la noche subjetiva, en donde ía expresión de mPer3 no se ve

afectada; la expresión de mPeri es muy rápida y va ligeramente retrasada de la

inducción de c-fos, pero es suficientemente rápida para demostrar que la proteína

FOS no regula a mPeri; por otro lado mPeri es directamente regulada por P-CREB

actuado vía un elemento CRE, eí cual se localiza en la región 5' del gen mPert,

La expresión del gen mPer2 también es inducida por la luz, esta ocurre

predominantemente durante la noche subjetiva temprana, con poca respuesta durante

la noche subjetiva tardía (Shearman y cois,,, 1997; Zyika y cois,,,1998), éste gene

también presenta un elemento CRE en su extremo 5'; a través de este mecanismo es

probable que la luz induzca cambios de fase,,

Por otro lado, recientemente se ha reportado que ratones mutantes del gene

mPeri no presentan avances de fase inducidos por pulsos de luz, pero si presentan

retrasos de fase similares a los normales, en cambio los ratones mutantes del gene

mPer2 presentan adelantos de fase muy robustos pero no presentan retrasos de fase

evidentes (Albrecht, U,, y Cois. 2001), lo cual confirma que probablemente en el NSQ

existan dos vías separadas para expresar los cambios de fase. Es posible que el PVT

este involucrado específicamente con la vía de activación intracelular de los adelantos

de fase,,

Es probable que a través de esta vía intracelular específica el PVT module las

respuestas del reloj en la noche subjetiva tardía, ya que este usa al glutamato como

nuerotransmisor (Moga, y Moore, 1996) y una disminución de liberación del glutamato

junto con otro neurotransmisor, coliberado con el glutamato, debido a la lesión del

PVT, en la hendidura sináptica ocasionaría una alteración del movimiento de calcio

extraceiular lo cual alteraría fas vías de señalización intracelular, dando como

resultado respuestas de fase conductuaies anómalas,

En nuestros datos también encontramos que tanto el valor promedio de la

fracción de actividad como la de reposo, no se vieron afectadas con la lesión del PVT

(datos no mostrados),, En otros reportes, la lesión de la HIG tampoco afecta a ninguna

de las dos fracciones (Harrington, M,,E,, y Rusak, B 1986); sin embargo cuando se

lesiona el MRN aumenta la fracción de actividad y su ajuste de fase se adelanta al

inicio de la obscuridad (Meyer-Bernstein, EL y Morin, L.P..1996; Smale, L, Y Cois,,

1990)
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Por otro lado también se reportó ii¡e

endógeno del ritmo de actividad locomotor .-¡ t

estudio no se encontró efecto de la lesión srí

diferencia entre estos dos estudios radica ¿r

Moore (2000) sufrieron una enucleación bilater

si sola alarga el periodo endógeno del reloj o c

esta preparación obscurece los posibles -:f.r

sobre el periodo endógeno

La lesión de las otras aferencias -i\

endógeno en L:L y lo alarga en O:O en ha •<•:

1986; Pickard, GE 1994, Pickard, GE y Coi-

lesión no afpcta el periodo endógeno en Is;

(Harrington, ME, y Rusak, B, 1986),, La ¡esió

hámster (Morin y Blanchard, 1991) y no r-

hámster (Morin y Blanchard, 1991, Mist! ^

bulboctomía también alarga el periodo en e-

Estos resultados sugieren que el e f r :;

de las aferentes al NSQ dependen del cici ^ a

sujetos en el estudio o bien del tipo de es

dramáticos de la lesión en estos núcleos • \

que responde fuertemente a la luz, por oí.

lesión del PVT en L:L.

Los ritmos circadianos son usual™ .r;

como el ciclo 1:0; un cambio en la fase d< v

circadianos sé resincronizen al nuevo ciclo

Se ha reportado que la lesión ele :

velocidad de resincronización a un camb;

corto (Ebling, F.J. y Cois,, 1992); en nu-v

PVT' anterior afecta ia velocidad de sincrcí "

condiciones constantes a un ciclo L.C

resincronización a un retraso en el inici

sujetos respondían casi inmediatamente

resultados coinciden con reportes, en

velocidad de resincronización al ciclo de ¡li

del ciclo L:O, en hámster (Janik, D,, Y Mrc¿;

. - • : del PVT alarga el periodo

ioga y Moore, 2000), en este

>•- i\ :do (datos no mostrados) La

jjeíos del estudio de Moga y

a1 e: manipulación experimental por

i wvai y Cois, 1994), por lo que

•.. • i lesión electrolítica del PVT

1 o la HIGt acorta el periodo

r Harrington, M..E. y Rusak, B

entras que en otro estudio la

: de iluminación antes citadas

= alarga el periodo en L:L en

- cambios en O:O en ratón y

Cois, 1998); finalmente la

is (Possidente y Cois. 1990)

eriodo endógeno de la lesión

ÍT on en que se encuentren los
; • use, ya que los efectos más

s ;.. y en hámster, una especie

r- . ha estudiado el efecto de la

; neos a factores ambientales

?;- d lo L:O, induce que los ritmos

-;. _ de un intervalo de tiempo,,

/T en hámster, no altera la

:>oóo largo a un fotoperiodo

^: ntramos que la lesión del

o se cambia a los sujetos de

iár afecta la velocidad de

J:P en algunos casos estos
:^n del fotoperiodo, Nuestros

: de la HIG disminuye la

í ¡er tal y a cambios en el inicio
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Lo anterior indica, que la lesión de! PVT produce que ef sistema circadiano

responda atípicamente a fotoperiodos completos, ya sea por que el sistema

circadiano en estas condiciones no censé adecuadamente la intensidad de

iluminación, o bien que los efectos observados sean un efecto del ciclo de iluminación

sobre los efectores del sistema cireadiano (enmascaramiento)

Con respecto al primer punto, los sujetos con lesión del PVT anterior podrían

asemejarse a sujetos pinealectomizádos los cuales presentan respuestas robustas a

la iluminación continua, ya que en estos sujetos aparentemente se incrementa la

sensibilidad del sistema a la luz (Aguilar-Roblero, R y Vega-Gonzalez, A,., 1993) Por

otro lado se ha reportado !a presencia de receptores a melatonina en el PVT (Ebling,

F J y Cois, 1992; Recio, J y Cois, 1996), sin embargo su participación en el sistema

circadiano rjo ha sido determinada,, Cabe mencionar que la melatonina es una

hormona esencial para las adaptaciones biológicas de los sujetos al invierno; la lesión

del PVT no altera las respuestas a fotoperiodos cortos (Purvis.C. y Duncan, M 1997)

lo cual indica que los receptores a la melatonina contenidos en el PVT no participan

en la medición del largo del fotoperiodo

La glándula pineal es considerada como un transductor neuroendócrino que

traduce una señal de tipo nerviosa acerca de las condiciones ambientales de

obscuridad y de luz a una señal hormonal, la me'aíonina; los niveles de esta hormona

constituyen una señal sincronizada al fotoperiodo, y le indica al organismo el largo del

fotoperiodo., Se ha determinado que la melatonina podría participar en las respuestas

de fase a la luz, ya que ratas pineaiectomizadas presentan una atenuación de las

respuestas de fase a la luz (Saiazar-Juárez, A y Aguilar-Roblero, R, 1992),,

Por otro lado las células del NSQ presentan un dominio temporal caracterizado

por una alta sensibilidad a la melatonina, durante el cual el mecanismo del reloj es

insensible a AMPc, GMPc, al NO y al flujo de Calcio Este dominio se localiza en el

amanecer y en el anochecer (final de la noche subjetiva tardía y final del día subjetivo)

(Guillete, 1996),, Podemos especular que a través de su sensibilidad a la melatonina el

PVT pueda influenciar el mecanismo del reloj -i"v anne información relevante al NSQ

con respecto a ciertas características del fotorr DCO cono puede ser la intensidad

de la luz

Con respecto al segundo punto, el ennr:^:1 ~.rr\ ?nto es usado para describir

los efectos directos e inmediatos ejercidos po; i: :? ambientales sobre un ritmo, la

diferencia más importante entre el enmascarar --. to la sincronización es la relativa

al intervalo de tiempo de resincronización de rr, exrrasado en comparación al

ambiental; cuando se sufre enmascaramiento ; CJ so temporal es muy similar a la

sincronización pero la transición entre los dos "c ;:;-J:3 c^nductuales es abrupta como
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el cambio ambiental, En cambio cuando e!

oscilador interno la transición conductual e.

factor ambiental y el ritmo se desarrolla gra

Este efecto se observa en los suje:

estos responden inmediatamente al fotj

actividad del animal

Un método para separar los compc

sincronizado por la luz es proveído por e! r

breves de luz son presentados cada día er-

ocurre bajo un cicto de L:O normal; si !:

parte, el estímulo produce un fotoperiodo :.

efectos sincronizadores del ciclo L:O 12:1 ?

La lesión del PVT anterior dismínu

ingesta de agua con respecto al grupo ce

con lesión electrolítica del PVT no se cr-

ispido., Por lo que el PVT es necesario

luminosos, ya sea modulando las respues:

paramétricas

Esto sugiere que el sistema circadi?;

la luz, después de la lesión del PVT, en o<

por lo tanto aumenta la potencia del sincror

Por otro lado, la estimulación elécír

ritmo de actividad locomotora de ratas y h

de luz,, Además la estimulación eléctrica

induce una CRF con retrasos de fase dur-

de fase durante la noche subjetiva tarrií:

cualitativamente similar a la CRF para la

intactos (De Vries y cois, 1993) y a pulses

la estimulación eléctrica de la HIG y del MF

oscilación espontánea que mimetizan a !..

HE, y Cois,,, 1992;

La estimulación eléctrica del PVT in

de agua en ratas en obscuridad continua

obtenida con pulsos de luz, Sin embarge ;

cerebro induce respuestas por la liberac

las neuronas de dicho sitio, o bien refhj

región estimulada, Ya que las fibrr

neurotransmisores, la estimulación con Í y
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• JS como sincronizador de un

pta y la coincidencia entre el

del PVT anterior, en donde

j si la luz enmascarara la

•enos y exógenos de un ritmo

• queleto en el cual dos pulsos

eí cual la transición de la luz

on presentados 12 horas a

: 2 horas el cual mimetíza los

Minis, 1964),,

•••5 sincronización del ritmo de

0 cual indica que los sujetos

io que se sincronizan más

jada respuesta a estímulos

el tipo no paramétricas como

¡mentada la susceptibilidad a

< s sujetos perciben más luz y

ausa cambios de fase en el

j CRF similar a la de pulsos

)tioo en rebanadas también

• i'!:;eí¡va temprana y avances

ylocre, 1993) y su forma es

;e! nervio óptico en animales

^.¡•i y Cois, 1984). A su vez

erbios de fase de ritmos en

1 os de obscuridad (Albers,

ce fase de ritmos de ingesta

:;. CRF es muy similar a la

-.!•• "'rica de cualquier sitio del

.?'•::isor en las terminales de

on eie fibras de paso en la

?o tienen receptores a

r ^nsmisores es un método
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más específico para estimular las neuronas del núcleo en estudio Las neuronas del

PVT contienen receptores glutamatérgicos ( lour- ^co Neto F Y cois.. 2000) por lo que

estas pueden ser activadas por glutamato La ^ .¿cdón de glutamato en PVT induce

estimulación eléctrica del PVT,, Lo

^: tnca del PVT se deben a la

;:acío axonal del 3H-d-aspartato

••: eccicnes del PVT a este núcleo

ambios de fase inducidos por luz

es del TRH en el NSQ, no es

n cambios de fase similares a los

cambios de fase similares a los observados por í a

que indica que los efectos de la estimulado

activación de las neuronas del núcleo

Mediante el estudio del transporte n* •-

inyectado en el NSQ, se ha demostrado que \z*

contienen EAAs (Moga y Moore, 1996) Ya que i :

se deben a la liberación de EAA's por las te

sorprendente que la estimulación del PVT procu::;

producidos por pulsos de luz

? Recientemente se encontró que de:: r.

específica de neuronas que responden a la e

población que responde á la estimulación

estimulación del PVT (Granados-Fuentes, 2C00

nuestras observaciones de que la estimulación ce PVT produzca cambios de fase

similares a los inducidos con pulsos de luz, a! z :< -t?- evidencia electrofisiológica de la

funcionalidad de las proyecciones del PVT al NS :

•i-i NSO existe una población

ición eléctrica de! PVT, y otra

• eóemás de responder a la

Ertos hallazgos complementan
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Los resultados del presente trabajo indican que el PVT es un componente

integral de ios circuitos neuraies que median los efectos de la luz sobre el sistema

circadiano en la rata El papel del PVT parece ser complejo ya que tanto los cambios

de fase como la sincronización a un ciclo LO son afectados por la lesión

• El PVT anterior modula los adelantos de fase a pulsos de luz posiblemente a

través de la coliberación en el NSQ del glutamato con algún otro neurotransmisor,

aun no identificado,, En forma alternativa la lesión del PVT podría inducir una

alteración en la respuesta del reloj biológico a la luz en la noche subjetiva tardía,

que podría estar relacionada con la activación de las diferentes vías ¡ntracelulares

de señalización, como los segundos mensajeros, necesarios para reinstalar la fase

deí reloj biológico,,

• El PVT anterior participa en !a sincronización a un fotoperiodo completo

posiblemente a través del aumento en la sensibilidad de las células del reloj

biológico a la luz

• La estimulación de las células del PVT produce una CRF similar a la inducida por

pulsos de luz debido a la liberación de giutamato de sus terminales en el NSQ;

esto sugiere que las células dei NSQ responsables de la sincronización a la luz no

diferencian del glutamato liberado por el RHT que el liberado por e! PVT,,
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