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PAPEL DEL NUCLEO PARAVENTRICULAR TALAMICO EN LA SINCRONIZACION

Las fluctuaciones periddicas en diversos parametros fisiolégicos son una
propiedad general de la materia viva, cuando estas fluctuaciones ocurren a intervalos
regulares son considerados como "ritmos biolégicos" ‘(Bunnig, 1973). Los ritmos
bio!ég'icos son generados por un mecanismo enddgeno del organismo {(Aschoff,
1986).

Augusto Forel sugirid que los organismos poseian una memoria temporal o
- Zeitgedachtnis, con este término traté de explicar la naturaleza endégena de la
ritmicidad bioldgica; sin embargo C.S. Pittendrigh v J. Aschoff demostraron la
capacidad del organismo para medir el tiempo bioldgico. Estos autores desarrollaron
el concepto de reloj biolégico, el cual remplazoé al término Zeitgedachtnis y elimind la
implicacion de fenémenos de aprendizaje en el origen de la ritmicidad bioldgica.

Los ritmos bioldgicos se presentan en un amplio intervalo en frecuencias de
oscilacion, desde un ciclo por milisegundo a un ciclo por afio. Por ofra parte también
el ambiente géofisico se caracteriza por la existencia de ciclos que se derivan de
movimientos de la Tierra y la Luna con relacién al Sol, estos ciclos ambientales o
geofisicos son los dias, las mareas, las fases lunares y las estaciones del afio.
Cuando la frecuencia de un ritmo biolégico se aproxima a la de un ciclo ambiental se
le denomina con el prefijo “circa” (Pittendrigh 1976; Rusak y Zucker, 1975); es asi
como a los ritmos bioldgicos cercanos a las 24 horas se les llama ritmos circadianos
(Halberg, 1969 ). R '

Los ritmos circadianos representan uno de los rasgos adaptativos mas ubicuos
de los organismos, en los mamiferos representan un importante proceso a través del
cual eventos del medio interno son organizados en una apropiada secuencia temporal
que permite una maxima adaptacién al medio externo (Rusak, 1979). Esta
caracteristica permite al organismo predecir y prepararse a cambios en el ambiente
geofisico asociado con el dia y la noche (Turek, 1994)
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Para llevar a cabo este papel adaptativo los ritmos circadianos requieren que el
sistema tenga la capacidad de medir el tiempo biolégico, es decir que el ritmo
circadiano sea generado enddégenamente, y que se pueda ajustar al tiempo
geografico es decir que bajo condiciones ambientales usuales el periodo del oscilador
se ajuste al periodo del ciclo ambiental (Pittendrigh, 1976).

El origen enddgeno de la ritmicidad biolégica se basa en el hecho de que en
condiciones de aislamiento de sefiales ambientales temporales, la ritmicidad biolégica
persiste con una ligera pero significativa variacion en el valor del periodo de la
oscilacion. Lo anterior indica que el ritmo observado no depende de fendmenos
geofisicos ciclicos, sino ‘que el ritmo que se mantiene bajo condiciones constantes
refleja un proceso interno al organismo. Esta caracteristica esencial de los
organismc;is de ser capaces de mantener la ritmicidad circadiana aon en ausencia de
sefiales ambientales periédicas es conocida como ritmo en oscilacién espontanea
o en corrimiento libre (free running).

Tau (1) representa el periodo enddgeno 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 informacion genética.

Tau, a su vez, esta compuesto por dos fracciones; un periodo de actividad
llamado alfa y un periodo de reposo llamado rho. Alfa representa el intervalo que
sucede entre el 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 mas rho (t=a+p).

En el término reloj bioldgico subYac’e el conceplo de la existencia de
mecanismos fisiolégicos'capaces de imponer un orden temporal sobre las funciones
del organismo Estos mecanismos requieren la capacidad del sistema para oscilar
con un periodo regular, asi como la capacidad de usar dichas oscilaciones como una
referencia interna que permita una interaccidn adecuada, en el dominio temporal,
entre el organismo y su ambiente
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Algunos autores como C S. Pittendrigh, y J. Aschoff definen al reloj bioldgico
como estructuras organicas que funcionan como marcapasos (entidad localizable y
funcional capaz de generar oscilaciones autosostenidas), capaces de imponer
periodo y fase a los procesos organicos. Otros autores como F Halberg, lo definen
como el resultado de la interaccion de multiples procesos fisiologicos oscilatorios, en
donde la participacién de estructuras especificas se fimita al ajuste de fase entre los
diversos procesos (Aguilar-Roblero, 1987).

Los mecanismos fisioldgicos encargados de generar y mantener la
organizacion temporal del organismo (Pittendrigh, 1993), conforman lo que se llama el
sistema circadiano. Los procesos que regula este sistema son: 1) la cronometria,
que se refiere a la generacién de las oscilaciones involucradas en la funcién de reloj
blologxco, /2) la sincronizacion de estas oscilaciones a los cambios ciclicos
ambsentales (zeitgebers), es decir los mecanismos que permiten el ajuste del periodo
y la fase del reloj biologico a sefiales periédicas ambientales; 3) la transmisién de las
oscilaciones a los sistemas efectores que expresan la ritmicidad; 4) acoplamiento
entre los osciladores del organismo para lograr su funcionamiento coordinado (Figura

1),

Sincronizacion - Cronometria Transmisién

Acoplamiento

Receptor Vias aferentes Reloj Bioldgico

Vias eferentes  Efectores

Figura 1. Diagrama que muestra los distintos componentes del sistema
circadiano de la rata, en donde se sefialan ios procesos que median cada uno
de los componentes del mismo.
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PAPEL DEL NUCLEO PARAVENTRICULAR TALAMICO EN LA SINCRONIZACION

En los mamiferos uno de los relojes bioidgicos esta situado en el nucleo
supraquiasmatico (NSQ) (Moore,1994), puesto que la lesién electrolitica del NSQ y no
de otras estructuras cerebrales, elimina diferentes ritmos circadianos conductuales,
endocrinos y metabdlicos. Esta arritmicidad se puede observar tanto en condiciones
de oscilacion espontanea como de sincronizacion, en una amplia variedad de
especies de mamiferos incluyendo primates (Moore y Eichler, 1972; Stephan vy
Zucker, 1972; Van Den Pool y Powel, 1979 y Pickard y Turek, 1982b).

Ademas, el NSQ presenta ritmos endégenos circadianos tanto en la actividad
eléctrica (Groos y Mason, 1978; Groos y Hendriks, 1982; Groos y Cols, 1983; Green y
Guillete, 1982; Inouye y Kawamura, 1979; 1982) como en ia de captura de 2-
deoxiglucosa "in vitro" e "in situ™ ( Schwartz y Gainer, 1977; Schwartz y Cols, 1980;
Schwartz y Cols, 1983; Newman y Hospod, 1986 ) en diferentes especies ( Schwartz
y Cols, 1983; Flood y Gibbs, 1982; Cassone, 1988; Schwartz y Crosby, 1985),

Por otra parte los transplantes de NSQ fetal a sujetos arritmicos inducen la
recuperacion funcional de diferentes conductas ritmicas (Drucker-Colin y Cols, 1984,
Sawaki y Cols, 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 hamster 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 Cols, 1980).

§ SINCRONIZACION
El sistema circadiano provee de informacién util al organismo, mediante la cual
la fase y el periodo del ritmo transmitido pueden ser ajustadas a la fase de los
cambios ciclicos ambientales; un proceso llamado sincronizacién.
Para demostrar que la oscilacion de una variable ambiental actia como una
sefial sincronizadora del sistema circadiano, deben ocurrir los siguientes eventos:
1) El periodo del ritmo circadiano se ajuste al periodo del ciclo ambiental
(igualando su valor).
2) Que se establezca y se mantenga una relacion de fase estable entre el ritmo y
el sincronizador.
| 3) Que al retirarse la sefial temporal el ritmo inicie su oscilaciéon espontanea en la
fase determinada por el ciclo ambiental y no por el ritmo previo a la sincronizacién.




PAPEL DEL NUCLEO PARAVENTRICULAR TALAMICO EN LA SINCRONIZACION

El ajuste de tau sélo es posible dentro de ciertos limites de frecuencia del
periodo del sincronizador (T), estos limites conforman el intervalo de sincronizacién
para el marcapaso circadiano {(de 21 hrs. a 28 hrs.). Sdlo cuando la frecuencia de la
‘sefial temporal se encuentra dentro de este intervalo, es cuando esta puede ser
efectiva y sincronizar a un ritmo bioldgico (Pittendrigh y Caiderola, 1973; Pittendrigh vy
Minis,1972). Este efecto se incrementa cuando se aumenta la potencia del
sincronizador, esta potencia afecta a la ritmicidad en dos parametros. a) en la
velocidad de los cambios de fase y b) en Ia estabilidad del control de la fase.

Debido a que el amanecer y el ocaso son los indicadores mas precisos y
confiables de los cambios diarios en el ambiente, no es sorprendente que fa luz sirva
como la sefial temporal principal responsable de la sincronizacion del reloj circadiano
a ritmos ambientales.

Los estimulos sincronizadores en alrinas condiciones pueden producir una
aparente sincronizacion del organismo a su ambiente, en estas circunstancias el
estimulo actua directamente sobre los sistomas efectores de ia ritmicidad sin afectar
a los osciladores biolégicos, fendmeno llamado enmascaramiento. La principal
caracteristica de este fendmeno es que aunque el ritmo ajuste su fase al estimulo
ambiental, este ultimo no afecta ni al period~ ni a la fase del reloj biolégico.

ESTA DE FASE _

Como se menciono anteriormente dpbudo asu capacndad de sincronizacion los
ritmos circadianos en oscilacién espontanea pueden sufrir cambios en la velocidad de
oscilacion que se traducen en adelantos o retrasos del ritmo en estudio llamados
cambios de fase. Un cambio de fase o3 2 i=splazamiento gradual en la ocurrencia
de una oscilacion, 1a cual retorna a la estz iuad del periodo previa al estimulo en un
intervalo mayor o menor dependiendn 2 las caracteristicas del estimulo y el

oscilador Cuando esto ocurre la fase »! rimo enddgeno se ajusta progresivamente;
los ciclos durante los cuales ocurre el ¢ usie 2 fase al estimulo se denominan ciclos
transitorios. El numero de ciclos tra: ~ i~ = necesarios para alcanzar una nueva
relacion de fase se llama velocidad ¢ - » de sincronizacion y depende de la

direccién de los ajustes de fase y de! -er "r¢ enddégeno del oscilador {Pittendrigh vy
Daan, 1976).
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En los mamiferos el proceso de sincronizacién a diferentes fases del ciclo
circadiano ha sido caracterizado a través del estudio de ios efectos de la exposicién a
pulsos breves de luz, en animales mantenidos en condiciones de obscuridad
continua. £En este paradigma la magnitud y ia direccidon de los cambios de fase son
dependientes del momento en que se presenta el estimuio con respecto a la
oscilacion en estudio, su representacion grafica se denomina curva de respuesta de
fase (CRF). En dicha curva sé gréfica en la abscisa la fase del ciclo circadiano en la
que se presenta el estimulo 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 6 minutos como avances (valores positivos) o retrasos
(valores negativos).

Enda CRF cuando a un animal nocturno se le presentan pulsos de luz al inicio
del periodo de actividad (noche subjetiva temprana) se observan refrasos de fase, si
los estimulos se aplican al final del periodo de actividad (noche subjetiva tardia) o al
principio del dia subjetivo se observan avances de fase. Durante las horas de
inactividad (rho, dia subjetivo) los pulsos de iuz no tienen efectos y a esta region se le
denomina zona muerta.

Las caracteristicas generales de la CRF son muy similares en todas las
especies, sin embargo se encuentran diferencias en ia forma de la onda, en Ia
amplitud y en la relacién entre los avances y los retrasos de fase. La CRF es una de
las confribuciones mas importantes para la comprension de como los estimulos
ciclicos ambientales sincronizan al reloj biologico; ademas de ser la principal
estrategia experimental a través de la cual es posible estudiar las propiedades
dinamicas del reloj bioldgico responsabie de la generacion de los ritmos circadianos.

ISUSTRAT O ANATOMICO DE LA SINCRONIZACION.

La mformacmn refamonada con el thio uz obscundad es transmitlda al NSQ
por dos vias distintas: 1) Una proyeccién monosinaptica originada de las células
ganglionares de {a retina, (Moore 1972, Johnson 1988), el tracto retinohipotalamico
(TRHY}; vy una via indirecta a través del tracto geniculohipotalamico (TGH), el cual |
proyecta de neuronas localizadas en la hojuela intergeniculada (HIG),
componente del complejo geniculado lateral ventrai (NGLv) que también recibe
proyecciones de la retina (Moore 1994),
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La eliminacién del TRH por la enucieacion bilateral (Rusak y Zucker, 1979) o
por cortes selectivos de axones reliniancs que innervan el NSQ (Johnson y Cols.
1988) producen la pérdida de la sincrenizacion por luz y la persistencia del ritmo en
oscilacion espontanea. -

El TRH es bilateral y se sobrzpone con otras terminales aferentes
concentradas en la regidon ventral del NCQ: las células ganglionares (del tipo de
células W) que dan origen al TRH estan a piiamente distribuidas a través de la retina
y se especializan en integrar informoacion sobre la intensidad luminosa. Esta
proyeccion esta compuesta principalmente pc - axones finos no mielinizados (Mason y
Cols, 1877; Millhouse, 1977; Pickard, 19¢7 1982a); algunos de estos axones que
inervan al NSQ mandan colaterales axcna! s a la HIG (Pickard, 1985).

En lgs roedores, la arborizaci”n terr-'r 2l de esta aferencia retinal esta siempre
segregada“dentro la region ventrol~ter=! ¢ =' nucleo y coexiste con la arborizacion
terminal de aferencias visuales secundariz: «3mo la de la HIG. Las sinapsis entre las
terminales Opticas y las células de ests re~ioy del NSQ son del tipo axosomatica y
axodendritica (Tanaka y Cols., 1993); i3s ~¢lutas def NSQ gue son inervadas por el
TRH son inmunoreactivas para e it '~ vasoactivo intestinal (VIP) y para la
hormona secretora de gastrina (GRP) ~z7 vy Cols, 1981; Stopa y Cols, 1988; Van
Den Pol y Tsujimoto, 1985).

Estudios inmunocitoquimicos dermur s 2n que las terminales axdnicas del TRH
en la porcidn ventral del NSQ contier :n »' s niveles de glutamato (Van Den Pol,
1991; Castel y Cols., 1993; De Vriez v 20" 1993) ademas se han localizado somas
y axones de células ganglionares r2''n: 27 I"~wunoreactivas al glutamato. Dos lineas
de evidencia apoyan la participacion Je . 'utamato en la regulacion de la fase
circadiana por la luz La administracicr 1e 7r - ~onistas a los receptores a NMDA y no
NMDA bloquean los cambios d= feee nd  ‘nos por la luz en el ritmo de actividad
locomotora (Colwell y Cols., 19¢0; 1271, ‘c ,.»ll y Menaker, 1992; Vindlacheruvu y
Cols, 1992; Rea y Cols, 1993 .~ - »s antagonistas de los aminoacidos
excitatorios inhiben la induccion de ' o ne =os por la luz en el NSQ (Abe y Cols,,
1991, 1992), en tanto que la adminis racdr © coonistas a NMDA induce la expresién

de Fos “in vivo" (Ebling y Cols., 19%1} ¢ + - (Shibata y Cols, 1994). Ademas, la
supresion de la melatonina portaluz ri o .- bloyueada por la administracién de
antagonistas a los aminoacidcs er itz<~ 5 hi v Cols,, 1991; Takeuchi y Cols.,
1991).
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Ademas del glutamato, algunas otros neurotransmisores han sido localizados
en las céluias ganglionares retinales, ios cuaies incluyen el factor secretor de
certicotropina, 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
HIG. Esta proyeccion, llamada TGH, es bilateral y cursa a través de los tractos
opticos hasta el NSQ. Las aferentes del TGH son confinadas al NSQ ventrolateral en
estrecha relacion con las aferentes retinales (Pickard, 1982a; Card y Moore, 1982;
Moocre y Card, 1994).

La proyeccion del complejo geniculado al NSQ fue inicialmente revelada como
parte de un arregio de proyecciones eferentes del NGLv (Ribak y Peters, 1975;
Swanson y Cols.,, 1974; Cosenza y Moore, 1984). Sin embargo, andlisis
subsecuentes demostraron que las aferentes del geniculado al NSQ se originaban de
una delgada lamina de neuronas que fue distinguida por su inmunoreactividad al
neuropeéptido Y (NPY) (Card y Moore, 1982, Harrington y Cols., 1985,1987; Moore y
Cols., 1984, Pickard, 1982). Estas células estan localizadas entre el NGLv y NGLd y
se conocen como la HIG. La HIG es estructural y funcionalmente distinta del NGLv y
NGLd, aun cuando sus bordes no son reaimente muy aparentes, se sugiere que la
region rostral de la HIG esta confinada al area entre el NGLv y NGLd vy la region
caudal termina con la zona incierta lateral al lemnisco medio y tiene una extension
rostrocaudal de 2.2 mm de largo (Morin y Cols., 1992).

Ademaés de células que contienen NPY, en la HIG también existe una
poblacion 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 inmunopositivas a
GABA y NPY que proyectan al NSQ; 2) Las neuronas inmunoreactivas a GABA vy
encefalina que proyectan a la HIG contralateral y al NSQ y 3) Un pequefio grupo de
neuronas que proyectan al NSQ pero que no se ha caracterizado su transmisor
(Moore y Card, 1994)

La microinyeccién de NPY dentro de la regién del NSQ produce cambics de
fase en la actividad locomotora y en la actividad neuronal de ratas y hamsters (Albers
y Ferris, 1984; Albers y Cols, 1984); esta ocurre cuando se administra durante el dia
subjetivo {(CT 3 y CT 9) (Shibata y Moore, 1993; Medanic y Guillete, 1993) y no
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durante la noche subjetiva. Este efecio Zer :rie del NSQ ya que cuando se inyectan
estos péptidos en él liquido cefalorraquideo, r > se presenta ningln cambio. El patron
de cambio de fase producido por el NPY ¢ similar a los producidos por puisos de
obscuridad en sujetos mantenides en luz continua (Boulos y Rusak, 1982).

Por otra parte se ha su~ ~rid- gue 'a 7 furziona como un integrador de la
luminiscencia (Harrington y Rusak 1¢90 1991) ya que su lesién disminuye la
velocidad de resincronizacion ¢! cicle de ilum nacidn ambiental y altera los efectos de
la luz continua sobre la ritmicic'ad {Ha ing'~n vy Rusak, 1986, 1988; Pickard y cols,
1987).

Una tercera via aferente esté ropresant2da por un sistema de fibras
serotoninérgicas que se origir -1 de n-urcr:s del racleo rafé medio (MNR) y rafé
dorsal {(DNR) las cuales son la “:ente princiz i de terminales serotoninérgicas al NSQ
(Nojyo y Sano, 1978; Azmitia v Sern! 1979). El #rea de proyeccion de ésta en el
NSQ se sobrepone a los campcs terminales del TRH y TGH ( Card y Moore, 1982;
Moore, 1978), y realizan contac'cs sin#:ticos axosomaticos y axodendriticos sobre
células inmunoreactivas a VIP / Besler v Feauder 1985; Francois-Bellan y Guy y
Cols., 1987; Bosler, 1989).

Aungue la inervacidn ser~toninérqgica <2l NSQ no es esencial para la expresion
de los ritmos circadianos (Block v Zucker, 1970 la lesidon de esta proyeccion
(Szafarczyk y Cols, 1981; lLevine v Cols 1984, Smale y Cols, 1990; Morin y
Blanchard, 1991 a y b), o - m:iniwlz-iones farmacolégicas de la sintesis y
degradacion de la serotonina (c-HT) (Szafarczyk y Cols, 1979; Honma y Cols , 1978;)
alteran el periodo, el anguio ¢ fase v |z ~spracta de fase a la luz del NSQ en
roedores.

Por otra parte se ha re-ortado reciantemente que el nlcleo paraventricular
talamico (PVT) proyecta direc: nent~> ' N& ) d= ia rata (Moore y Moga 1995) vy del
ratén (Abrahamson y Moore 2... ).

e - b4 b d -

PE “FICC S

- s

El PVT selocaliza enlc ~mei-snu .l2os ia-émicos médiales los cuales estan

compuestos por dos grupos <. ucieos: 1 Un o upo dorsal, compuesto del n.
paraventricular, el n. paraten~ . 1 ~erant o (..l y el n. intermediodorsal; y 2)
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durante la noche subjetiva. Este efecio Zer :rie del NSQ ya que cuando se inyectan
estos péptidos en él liquido cefalorraquideo, r > se presenta ningln cambio. El patron
de cambio de fase producido por el NPY ¢ similar a los producidos por puisos de
obscuridad en sujetos mantenides en luz continua (Boulos y Rusak, 1982).

Por otra parte se ha su~ ~rid- gue 'a 7 furziona como un integrador de la
luminiscencia (Harrington y Rusak 1¢90 1991) ya que su lesién disminuye la
velocidad de resincronizacion ¢! cicle de ilum nacidn ambiental y altera los efectos de
la luz continua sobre la ritmicic'ad {Ha ing'~n vy Rusak, 1986, 1988; Pickard y cols,
1987).

Una tercera via aferente esté ropresant2da por un sistema de fibras
serotoninérgicas que se origir -1 de n-urcr:s del racleo rafé medio (MNR) y rafé
dorsal {(DNR) las cuales son la “:ente princiz i de terminales serotoninérgicas al NSQ
(Nojyo y Sano, 1978; Azmitia v Sern! 1979). El #rea de proyeccion de ésta en el
NSQ se sobrepone a los campcs terminales del TRH y TGH ( Card y Moore, 1982;
Moore, 1978), y realizan contac'cs sin#:ticos axosomaticos y axodendriticos sobre
células inmunoreactivas a VIP / Besler v Feauder 1985; Francois-Bellan y Guy y
Cols., 1987; Bosler, 1989).

Aungue la inervacidn ser~toninérqgica <2l NSQ no es esencial para la expresion
de los ritmos circadianos (Block v Zucker, 1970 la lesidon de esta proyeccion
(Szafarczyk y Cols, 1981; lLevine v Cols 1984, Smale y Cols, 1990; Morin y
Blanchard, 1991 a y b), o - m:iniwlz-iones farmacolégicas de la sintesis y
degradacion de la serotonina (c-HT) (Szafarczyk y Cols, 1979; Honma y Cols , 1978;)
alteran el periodo, el anguio ¢ fase v |z ~spracta de fase a la luz del NSQ en
roedores.

Por otra parte se ha re-ortado reciantemente que el nlcleo paraventricular
talamico (PVT) proyecta direc: nent~> ' N& ) d= ia rata (Moore y Moga 1995) vy del
ratén (Abrahamson y Moore 2... ).

e - b4 b d -

PE “FICC S

- s

El PVT selocaliza enlc ~mei-snu .l2os ia-émicos médiales los cuales estan

compuestos por dos grupos <. ucieos: 1 Un o upo dorsal, compuesto del n.
paraventricular, el n. paraten~ . 1 ~erant o (..l y el n. intermediodorsal; y 2)
un grupo ventral, que consis:. . ..: Uc .s 1 a0 de y reuniens (Groenewegen y

Berendse 1994).

\ 729 CO
X FALLA DB ORIGEN




PAPEL DEL NUCLEO PARAVENTRICULAR TALAMICO EN LA SINCRONIZACION

Estos nucleos, asi como los intralaminares talamicos han sido considerados
como parte del complejo nuciear “no especifico”, el cual sirve de relevo a la formacion
reticutar del tallo cerebral, y de esta forma influye a amplias areas de la corteza
cerebral. Sin embargo recientemente ha quedado claro que estos nucleos reciben
aferentes especificas de la corteza infralimbica, del septum lateral, del area predptica
medial, asi como de la corteza entorrinal y del hipocampo; por otro lado, proyectan a
sitios especificos de la corteza cerebral y el estriado. La especificidad de estos
nucleos estd dada por el orden topogréfico de sus conexiones aferentes y eferentes
{Groenewegen y Berendse 1994).

El PVT proyecta a varios sitios del cerebro, estas prbyecciones estan
organizadas topograficamente a lo largo del eje antero-posterior y dorso-ventral;
dentro de éstas proyecciones se encuentra una conexion con el NSQ.

El f:ampo terminal de esta proyeccién dentro del NSQ es Unico en algunos
aspectos: en su densidad, en su inclusién dentro de las subdivisiones ventrolateral y
dorsomedial y en la existencia de una de las pocas aferencias no visuales al NSQ El
origen de ésta inervacion es en su mayor parte del PVT anterior; el PVT posterior
participa con un pequefic numero de fibras, localizadas predominantemente a fo largo
de la superficie ventricular del NSQ, esta region del PVT es el sitio a donde ilegan
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, MM. y Moore, RY. 1996). Esta proyeccidon ha sido
reportada tanto en especies diurnas como en nocturnas (Novak y Cols 2000).

El PVT de roedcres diurnos, como el Arvicanthis niloticus, presenta un ritmo
diurno en la expresion de c-fos (Novak, C.M. y Cols. 2000); en la mayor parte del
nicleo la expresion de c-fos es muy alta en el periodo de actividad de este animal,
presentando la mayor inmunoreactividad en ZT1, cuando ef 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 los roedores nocturmnos, la
expresion de c-fos en el PVT, se incrementa durante la noche cuando las ratas son
activas y muestran menos episodios de suefto. (Novak y Nuitez 1998; Peng y Cols.
1995) Debido a este patrdn de expresién de c-fos se sugiere la posibilidad de que el
PVT esté relacionado con el mantenimiento del inicio de la vigilia, pues la expresién
méxima de c-fos se presenta al inicio del periodo de actividad y no a la mitad del
mismo, en estd parte del ciclo otras estructuras podrian ser las responsables del
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mantenimiento de la vigilia en « -esto el perocdo d« actividad. (Novak, C M. y Cols.
2000}

Recientemente se reportd una miayor induccicn en la expresién de c-fos en el
PVT posterior, después de que al animal se e sometié a 6 horas de deprivacion de
suefio, lo anterior confirma la £: *~iczcidn de! PV'T er |a vigilia (Semba y Cols. 2001).

Por otra parte, el PVT ' r2czanty una 3ta d-nsidad de sitios de union a la
melatonina (Ebfing y Cols 1¢{2), aunque estos sitios no presentan variaciones
diumas a lo largo del fotoperic:in. (Recio y Ccls 1986).

La lesién electrolitica del PVT no impide la regresién testicular inducida por
fotoperiodos cortos en hamster '=hling y Cols 1292 otros estudios en esta especie
demuestran que la microinyz ~n <2 mels'nrine dentro del PVT no inhibe la
maduracion génadal, en las n: - "as dasis que fuzron efectivas cuando se administrd
en ef NSQ/(Badura y Goldmar '992) Esto < qiere cue el PVT no es necesario para
las respue%tas génadales indu:i”2s »or fotopariodos cortos y tampoco es necesario
para la expresion de las adar::ciones invemnal=s cn el hamster (Purvis y Duncan
1997).

Otros estudios reportan que hamsters con lesiones extensas del PVT,
muestran ritmos circadiancs ce actividd locemeotora en obscuridad continua (0:0),
también muestran la misma loridad de reeincronizacidén a un nuevo ciclo luz-
obscuridad que sujetos intactcs ‘Shling y Cels, 1992) En ratas enucleadas, la lesién
del PVT modifica la ritmicidad rircadiana, incrementando el periodo en oscilacion
espontanea y concentrando !~ “etvidad Inznmotora dentro de la noche subjetiva
tardia (Moga y Moore 2000); « » suci r2 cuc ! PVT aungue no es esencial para 1a
expresién circadiana en hamst- - ratas, es 12 nari2 integral del sistema circadiano
que puede estar interviniendo =+ 'a reculacic ~ d= dif~rentes parametros del mismo.

- i -« 2B
. h- S

Puesto que otras afer 1.ias ¢i N . cono las del TRH, del TGH vy la
proveniente de rafé, participar . ', <! orc 2esu 132 sincrenizacion, se podria esperar que
otras proyecciones a este nu: - n 2.2 2n este proceso. Como parte
de estas proyecciones recien.. - ... & r.i-ilo ala originada en el PVT, ya
que este nucleo envia proy: :on-s a l.: niacipales componentes del sistema
circadiano, inciuyendo el NS~ 2 v 3 <.t aravzatricular (Watts 1987) v la HIG
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PAPEL DEL NUCLEO PARAVENTRICULAR TALAMICO EN LA SINCRONIZACION
{Weiss 1992). Sin embargo la participacion del PVT en el sistema circadiano no ha
sido determinada.

Dentro de las posibles funciones del PVT en el sistema circadiano estaria la de
participar como un componente aferente, es decir, formar parte de las vias de
sincronizacion. Con relacién a la luz esto seria posible debido a que el PVT recibe
proyecciones de la HIG. PVT también podria estar relacionado con la sincronizacion a
otros tipos de sefiales ambientales, pues recibe amplias proyecciones de distintas
areas cerebrales.

Para poder resolver este problema nosotros planteamos dos estrategias de
estudio, las cuales implican la utilizacion de fa curva de respuesta de fase como una
herramienta que nos permite observar ias respuestas del NSQ a diversos estimuios.
l.a primera estrategia consiste en el uso de ratas con lesién electrolitica del PVT, lo
que nos permitira cuantificar las respuestas del reloj biolégico a pulsos de luz sin fa
participacion de esté nucleo. La sequnda estrategia consiste en la cuantificacién de
las respuestas de fase del NSQ a la estimulacion por pulsos eléctricos y quimicos
dentro del PVT.

HIPOTESIS GENERAL: Las aferentes al NSQ originadas en el PVT anterior
participan en la sincronizacion a la luz de los ritmos circadianos.

Hipotesis Especificas:

1.~ Siel PVT anterior participa en el proceso de sincronizacion a la luz, entonces su
lesidn electrolitica modificara las respuestas de fase inducidas por pulsos de fuz, asi
como ocasionara alteraciones en el ajuste al fotoperiodo completo y fotoperiodo
esqueleto (accién parameétrica y no paramétrica de ia iuz). La lesidn selectiva de las
zonas anterior y medial-posterior del PVT permitiran determinar si los efectos
involucran las aferentes (PVT anterior) 6 las eferentes (PVT posterior) del NSQ.

2.- Debido a que tanto la proyeccion del PVT anterior al NSQ, como el TRH utilizan el
mismo neurotransmisor (glutamatc), entonces la estimulacidén eléctrica del PVT
anterior producira respuestas de fase parecidas a las producidas por pulsos de luz en
sujetos intactos
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3.-

Si los efectos producidcs por la estimulacion eléctrica son resultado de Ia

activacion de las neuronas del P'/T an:zrior :ntonces la estimulacién con glutamato
de los receptores quimicos Icc ilizadcs en las neuronas de PVT anterior ocasionara
respuestas de fase parecicdas a las producidas por pulsos eléctricos. En caso
contrario, los efectos de la es mulazidn elic fica serian atribuidos a la estimulacion
de fibras de paso.

OBJETIVO GENERAL.:

1 --- Determinar el papel del FVT scbre =! procaso de sincronizacién a la luz del ritmo

circadiano de ingesta de agua ce arate en |+ :epa Wistar.

Objetivos Especificos:

i4

I--- Determinar la curve de respuesta dz fase {CRF) a pulsos de luz de 60 minutos de
duracion.

H--- Obtener las respucatas de f:se rara estimulos luminosos en tres puntos de la
CRF en organismos con fes 2n glectrolitize dal PvT medial-posterior .

lli- -~ Obtener las respuectas de fase para estimulos luminosos en tres puntos de la
CRF en sujetos con lesién zlectrolitica del FVT anterior

IV--- Establecer el ef=:nio de o l2- 1 electrelitica del PVT anterior sobre la
sincronizacion al fotopericd complaiy & tonwiodo esqueleto.
V- - - Determinar la velocidad de resincronizacion de sujetos lesionados del PVT anterior

a un cambio de fase del foinarinin cxvall o

VI- - - Estimar la respues-2 de ‘ase -»an co'imuios el2ctricos en el PVT anterior, en tres
puntos de la CRF.

Vli- - - Caracterizar la respuesta de fase nara estimulos quimicos (glutamato) en et PVT
anterior en tres puntos de 'a CF.F.
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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 iluminacién de 12 hrs
de luz y 12 hrs de obscuridad (las luces se encendian a las 8 am., con una
intensidad de 400 iux.). Los cuartos de registro estaban sonoamortiguados vy la
temperatura se mantuvo entre los 20°y 22° C La comida y el agua se administraron
“ad libifurm”. Las jaulas para los animales se limpiaban cada semana.

H

REGISTRO CONDUCTUAL DE INGESTA DE AGUA:

Los sujetos fueron colocados en un cuarto sonoamortiguado bajo luz roja
tenue, en cajas individuales de plastico transparente (50x30x35 cm), en donde se
registro la conducta de ingesta de agua en forma continua (en diferentes condiciones
experimentales). Las cajas tenian una placa de aluminio en el piso. Justo por encima
de la placa se colocé un bebedero de acero inoxidable cubierto con un tubo de
plastico que sobresalia 2mm. Para que el sujeto bebiera el agua era necesario que
se parara sobre la placa del piso e introdujera la lengua dentro del plastico protector.
Esto garantizaba que la rata sélo hiciera contacto con el bebedero cuando tomaba
agua y no al realizar ofras actividades La placa y el bebedero se conectaron a un
sensor, cada vez que la rata toco el bebedero generd una sefal eléctrica. Esta ultima
se detectd y colecté en una computadora PC 386 y se almacend en intervaios de 15
min. (figura 2).

15



PAPEL DEL NUCLEO PARAVENTRICUL AR TALAMICO EN LA SINCRONIZACION

{(.4"_\,‘/_“\\

Y.
{ catasmE
\_ RRCTATRO

l

[y :
\“‘-J./\J/

Rl Y
{  COWCENIRA
L DOR

\ / . N
e N .;-r/ \ﬂ-.l‘

S HACENS |

= e T =
| _/\__
el
[
SN N
1 TN

& ; ANALISIS 4 m
i\ DEDATes 4L —
— o ~
ll " \....r‘/
S
) L Pt ; - \.\
7 o

Figura 2 Diagrama que muesira 13s o 2rentes etapas del registro de la conducta de
ingesta de agua, desde la captac . .= Js dalos hasta el analisis y graficacion de los
" mismos por parte del sistema d > regisir..

Los datos asi obtenidos se utili_aron para su posterior graficacion y analisis

estadistico. Inicialmente los c1i~s - grafizoron como actogramas dobles. El
actograma es un tipo de grafi e ososiste de una serie de histogramas
individuales ordenados secuer: ' - -, cada histograma representa en las abscisas

los intervalos de tiempo de registro en gque se dividié un dia y en las ordenadas la
intensidad de la variable estudiada, a<’ ~omo lcs distintos dias de registro arreglados
a manera de renglén.,
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PAPEL DEL NUCLEQO PARAVENTRICULAR TALAMICO EN LA SINCRONIZACION

CURVA DE RESPUESTA DE FASE

Al inicio de cada experimento, los sujetos fueron registrados de manera
simultdnea bajo luz roja tenue, (50 Iux), a los diferentes sujetos se les asigno
mediante un disefio aleatorio ef tiempo circadiano a los cuales se les aplicod el pulso
de luz {cada sujeto recibié mas de un puiso de luz a diferentes horas circadianas).

El andlisis y obtencidn de la hora circadiana se realiz6 de la siguiente manera:
Por convencion se buscd el inicio de la fraccidon de actividad como un punto de
referencia identificable que llamamos, hora circadiana 12 (CT12). Se considerd que
CT 12 ocurrio cuando el brote de actividad presentaba una amplitud de cerca dei 80%
de la actividad, que tuviera una duracién de por 1o menos 4 horas y que mostrara una
relacion de fase clara con los ciclos previos y sucesivos. Cuando el animal mostro un
patron bimodal, 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
mas de 2 horas para finalmente desaparecer. En ofros animales la actividad
permanecio constante por un intervalo de cerca de 8 horas y decrementd
gradualmente hasta que el brote de actividad es sustituido por un lapso prolongado
de inactividad. ,

Posteriormente se realizd una regresion lineai de varios puntos de referencia,
el valor de la pendiente resultante fue el valor del periodo (tau); el valor de CT 12 del
Ultimo dia se usd para caicular los valores de las distintas horas circadianas a las
cuales se estimulo, por ejemplo CT 6 y CT 23, en donde:

CT 6=CT12~( 6 xtau/24 hrs. Previo al inicio de actividad),
CT 23 =CT12 +( 11 x tau/24 hrs. Posterior al inicio de actividad).

Para obtener la CRF a pulsos de luz se utilizd el siguiente protocolo; al sujeto
se le colocd en luz roja tenue por 10 dias, posteriormente se estimé CT 12 y el vaior
del periodo, con base a estos datos se calculo el valor de la hora circadiana
seleccionada, se colocd al sujeto en una cdmara que contenia en su interior una
tampara fluorescente la cual suministré una intensidad de 400 lux. Esta estimulacion
tuvo una duracién de 60 min. Posteriormente los sujetos regresaron a sus sitios de
registro, se registraron por 20.dias mas y finalmente se determiné la direccion y
magnitud del cambic de fase, tal como se indica en la seccidn de anélisis y
estadistica
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LESION ELECTROLITICA

Previo a la cirugia, cada animal fue anestesiado con hidrato de cloral
(40mgfKg) y colocado en un aparato estereotéxico (Kopf). El PVT se lesiond por el
paso de 1mA de corriente directa dura~te 45 seg a través de un electrodo de acero
inoxidabie (totalmente aislado cc epc: excerio a Tmm. de la punta). El electrodo se
colocd en las siguientes coordenadas: Para el PVT medial-posterior AP=-24 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. Al terminar la cirugia !:s ariiiles retcrmaron a sus cajas y ho recibieron
ninguna otra manipuilacion hasta desru: 5 de dns semanas.

Para las lesiones falsas el ~ :trodo fu2 introducido en las coordenadas
mencionadas en el parrafo anterior, pe:- no se aplicd corriente eléctrica alguna

IMPLANTACION DE ELECTRODC 3 Y 3° 148

Los sujetos fueron anes zsic cen midrato de cloral (40mg/Kg), v se les
implantd estereotdxicamente un elccucdo bipoiar de cromo-niquel (300 micras de
grosor) o bien una canula de acoro inzunidabl? (calibre (ga) 25, 5Smm. de largo) en el

PVT anterior {(coordenadas AP= 1. © 2o : L=0 oy V= -58 mm); el electrodo
o ta canula fueron fijados al cran=o ¢z “srilice dental y 4 tornillos. Al final se sold6 un
conector a cada polo del electr ‘>~ ¢ 2t == ~etimuld 2! sujeto. En el caso de fa
canula se le insertd un alambre re = = - inow ' :hiv {ga 27) para evitar que se tapara.

ESTIMULACION CONLUZ, ELE "R~ ~

Para la estimulacion cor iz <2t o indoas 'os sujetos en luz roja tenue
durante 10 dias, para obsera- 2 ¢ o it en oecilacién espontanea; se
obtuvo CT 12 y al dia siguiente ~» ¢ li=*» =5 = anlizo »! estimulo luminoso (400
lux) durante 60 minutos a partir de la > 2 asinnada Después de la estimulacion cada
sujeto retornd a su caja donc o o < cor o me~os durante 2 semanas,
después de las cuales se determint ¢ - miin dn e

La estimulacién eléctricr oo~ % 2n soractar al <vjeto a un estimulador
Grass bajo luz roja tenue y e I ap' ~ 1 fror de matirylos eléctricos de 0.3mA con

una duracion de 10 mseg, a una fro¢ = ~cin = £ 5 Hz nor 20 minutos Al finalizar el
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PAPEL DEL NUCLEO PARAVENTRICULAR TALAMICO EN LA SINCRONIZACION
pulso el sujeto se le colocod nuevamente en su sitio de registro. La estimuiacion falsa
consistio en el mismo procedimiento solo que no se aplicod estimulo eléctrico aiguno.
Para la estimulacidén quimica, los sujetos fueron inyectados a las horas
pertinentes con 1 pl de glutamato (1.5 ug/ul ) disueito en buffer fosfato salino a una
velocidad de 0.2 ul/min , usando un inyector (calibre 27) conectado a una microjeringa
Hamilton de 1 pl. Al finalizar la inyeccién el sujeto se regresé inmediatamente al
sistema de registro. Para los sujetos con inyeccion control se utiiizd el procedimiento
anterior, pero se administro 1 pl de vehiculo (buffer fosfato salino 0.1 M ph 7.2)

SINCRONIZACION, RESINCRONIZACION Y FOTOPERIODO ESQUELETO.

La sincronizacion consistié en colocar los sujetos bajo luz roja tenue por 10
dias, el cu’él se cambié a fas 20:00 horas a un ciclo de luz-oscuridad (12:12, 8:00-
20:00) durante 20 dias, con el fin de evaluar el nimero de dias (latencia) que tardd en
sincronizarse al fotoperiodo. Posteriormente ef fotoperiode se retrasd 6 horas durante
20 dias y se determiné la latencia de resincronizacién.

Con respecto al fotoperiodo esqueleto, este consistié en colocar al sujeto en
luz roja tenue por 10 dias, posteriormente se aplicaron pulsos de luz de 30 minutos
de duracion, cada 12 horas (8:00-8:30 AM y de 20:00-20:30 PM) por 20 dias y se
determiné la latencia de sincronizacién

Se considerd a un sujeto sincronizado ¢ resincronizado cuando la fraccién de
actividad mostrd un periodo de 24 hrs, con un angulo de fase constante entre el inicio
de la actividad vy el inicio de la obscuridad, mantenido durante 10 dias consecutivos.
En el caso del fotoperiodo esqueleto se considerd a un sujeto sincronizado cuando la
fraccion de actividad muestra un periodo de 24 hrs, con un angulo de fase constante
entre el inicio de la actividad del sujeto y alguno de los dos pulsos, mantenido durante
10 dias consecutivos.

HISTOLOGIA.

Al finalizar los experimentos los sujetos fueron anestesiados con 1 mi (65
mg/ml} de pentobarbital sodico, inyectado intraperitonealmente, y perfundidos
transcardiacamente con 250 ml de solucién 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 za=: - colhoadss en saciiosa al 10% (en buffer
fosfato salino, PBS) seguidos prr s “.2-F 2l 70y 30 9, cada uno por lo menos
por 24 horas. Después de Ia c¢=i¢ z:con c¢n sacarosa los cerebros fueron
congelados en hielo secoycort =~ "+~ - . *°Cenu~ ~riostato. Las secciones
del PVT anterior al posterior se . 1. .. 0 sz-airante en caizs multipozos de cultivo
y finalmente fueron montados e » .~ _je'or 1 Vinrtos de ¢ tlatina y se les realizé la
tincion de Nissl (violeta de ¢ 3 le-Ardsea bajo 1 cubreobjetos para su
posterior revisién bajo un micros “»r - ¢ o~ TR ays),

Para la reconstruccién h' ‘-~~~ - ¢~ tit=5 un corte cada 160 micras, los
cuales fueron dibujados conun* Y "o " bhu'o o 2 un mic ~scopio Olympus.

ANALI gfrfs'v ESTADISTICA

El analisis de las respue . . 2. we o ostittos ¢otocolos de estimulacion
se realizd mediante un proced ¢ . &L . c. .2 consisi. 2n regresiones lineales
del inicio de aifa (CT 12) en b :qt - @~ i3 ccnsecut os antes y después de
cada estimulacién, ia difzrzizic - . - - .+ des line s trazadas correspondio
al valor del cambio de faseen h- =

Los parametros a est.:di-—- ~ -~ - rsnuasta o fase son la magnitud y
direccion de los cambios de fa- . 1 .3+ 7307 ast o tmo el nimero de dias
{ciclos transitorios) que ocurre - 2 '+ .-~ ncisn y e’ ~stablecimiento de una
nueva fase estable.

Para analizar el cursote~ ¢ 1o grcrizacion a un fotoperiodo se evalud
el numero de dias (transitcrios; » - = =l -uirin on gin-anizarse al fotoperiodo.
Se considerd a un sujeto sincre - ~- oot edad 7 »stra un periodo de 24
hrs., con un angulo de fase co-<t; =~ 1t~ - inisie Ae la o ~tividad y el inicio de la
obscuridad, mantenido durante " s

Los resultados de estc- - i »-= o2 somparar'n mediante la prueba
andlisis de varianza (ANOVA  d- - " orumbas 108t hoc “(Tukey) La
significancia estadistica se ajus -« 7 o= daalpros oma Stat View.
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b A A A 5

iideﬁo &perimenta/

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 dias de edad y se le registrd la
conducta de ingesta de agua de manera continua por un periodo de 6 meses bajo
luz roja tenue. Cada animal recibic un puiso 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 gréaficados en actogramas
dobles, los cuales fueron analizados visuaimente, posteriormente se determind la
magnitud y direccidon del cambio de fase mediante un procedimiento grafico
descrito en la secciéon de métodos.

Rosbbadss

La arquitectura del ritmo circadiano conductual en ratas presenta algunas
caracteristicas especiales en comparacion con el hamster y el ratén; el inicio de la
fraccion de actividad (el cual es el indice de fase mas comun) de la conducta de
ingesta de agua no es muy claro, principalmente por la presencia de brotes de
actividad esporadicos durante la fraccion de reposo. Aparentemente esta actividad
es aleatoria, con amplitud variable y en episodios de corta duracién en la fraccion
de reposo, © bien con componentes de actividad bien definidos inmediatamente
antes del inicio de la fraccion de actividad (componente de fuga) Este
componente de fuga presentd una duracién promedio de 1 hora y es seguida por
un intervalo de inactividad de aproximadamente la misma duracién; el periodo de
este componente es usualmente mas corto que el periodo que caracteriza a la
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PAPEL DEL NUCLEO PARAVENTRICULAR TALAMIGO EN LA SINCRONIZACION

fraccion de actividad, pero en algunos casos llegd a ser igual o ligeramente mas
fargo.

En la figura 3 se muestran ejemplos de animales que recibieron un pulso de
fuz en tres horas circadicas caracteristicas. La CRF para la cepa Wistar se
muestra en la figura 4. Esta presenté una regién con avances de fase muy
pequefios y variables entre CT 1 y CT 7, io cual corresponde a la zona muerta. El
punto de transicion a la region de los retrasos se encontro en CT 7-8. La region de
los retrasos correspondié de CT 9 a CT 16 con cambios de fase de una magnitud
de 90 a 120 minutos. En CT 17 ocurrié una transicion abrupta de retrasos a
adelantos de fase. La region de fos avances se observo 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 Actogramas representativos del registro de ingesta de agua de tres ratas que
recibieron un pulso de luz en tres horas circadianas distintas En el panel superior se aplicd un
pulsoc de juz (400 lux-60 min.) en CT 6 (indicado por el frianguic) en donde no se observd
cambio de fase alguno, en cambio en el panel de en medio y en el inferior se observé un

- retraso y un avance de fase respectivamente debido a que se aplicd un pulso de luzen CT 12y
CT 23
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Curva de Respuesta de Fase a la
Luz en Rata
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Figura 4. Curva de respuesta de fase a la iuz (400 lux-60 min.) en la rata. Los avances
se indican con valores positivos, los retrasos con valores negatives. En cada punto se
indica la media = error estandar, n=8 En esta gréafica se observan fres regiones, una
region con avances de fase muy pequefios que corresponderia a la zona muerta, una
regién en donde se observan retrasos de fase (CT 9-16) y una regidn con adelantos
de fase que corresponderiana CT 17aCT 0
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:biéciio &penmenta!

Para la primera etapa se procedid a usar un disefio mixto, con grupos
independientes y de medidas repetidas. Se utilizaron 27 ratas, las cuales fueron
divididas en tres grupos; a) Con lesion del PVT mediai-posterior, b) con lesién del
PVT anterior, y ¢) con lesidn falsa, cada grupo con una n=9. El estudio inicid en luz
roja tenue por un periodo de 10 dias, posteriormente se les aplicé un pulso de luz
(400 lux, 60 minutos) a la hora circadiana seleccionada (CT 6, 12 & 23) en un
orden aleatorio, v se registrd por otros 20 dias. De tal forma que cada sujeto
recibié un pulso de luz en cada hora circadiana. La direccién y magnitud de los
cambios de fase fueron medidas por un procedimiento grafico (ver métodos).

p GJMMJ

El examen visual dei registro de todos los sujetos antes y después del pulso
de luz mostré una arquitectura del ritmo de ingesta de agua bien definida,
presentandose varios componentes que se compactaban en un solo bloque de
actividad que se mantuvo a lo largo de todo el registro.

La duracion de alfa y de rho del ritmo de ingesta de agua en los dias de
registro (10 dias) previa al pulso de luz fue muy estable entre los sujetos; después
del puiso de luz, la duracidn de alfa fue ligeramente mayor que rho; esta
arquitectura se mantuvo en fodos ios sujetos, tanto lesionados como con lesion
falsa.

El analisis histolégico reveld que de los nueve sujetos con lesion
electrolitica del PVT medial-posterior seis presentaron lesién completa de esta
regidn, y tres lesion parcial. De los sujetos con lesién completa del PVT medial-
posterior en 3 de ellos la lesion fue extensa involucrando otras regiones del tdlamo
medial como el n. paratenial, el n. intermediodorsal, el n habenular fateral y el n.
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mediodorsal. En los sujeios restantes ia lesion fue mas localizada dafando la
mayor parte del PVT medial-posterior, sin perjudicar el resto del talamo medial.
(Fig. 5)

Con respecto a los sujetos con lesion del PVT anterior, de los nueve sujetos
lesionados soélo cinco presentaron la lesidn completa de esta regién, tres
mostraron una lesién parcial y en un sujeto la lesidn no abarcd un porcentaje
considerable del nucleo. La lesion completa abarcd a nicleos como el paratenial,
el paracentral, el centromedial, el medio dorsal, el anteromedial, el n. habenular
medial y la estria terminalis. En algunos casos la lesion fue mas limitada,
abarcando al nucleo paratenial, ai centromedial y al mediodorsal. Las lesiones
parciales solo involucraron la regién dorsal del PVT anterior (Fig. 6).

Todos los sujetos que presentaron lesion 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 lesidn falsa, la estimulacion con pulsos discretos de luz
en el dia subjetivo (CT 8) produjo pequefios cambios de fase de una magnitud de
-6 67+5.65 min. En cambio cuando se presentaron estos pulsos en ia noche
subjetiva temprana (CT 12) o en la noche subjetiva tardia (CT 23) se produjeron
retrasos (-102.504£5.60 min) y adelantos de fase (+98.33x592 min)
respectivamente (Fig. 7).

Los sujetos con lesidn completa de la regidn medial-posterior del PVT,
respondieron a los pulsos de luz aplicados en CT 6 (12.504£6.02 min) y CT 12 (-
86.66+4 59 min) con cambios de fase de magnitud similar a la de los sujetos con
lesion falsa, sin embargo en CT 23 se produjeron adelantos de fase de magnitud
significativamente mayor (+140.6219.76. min F(8,51)=124.711;p<0.0001; Tukey
p<0.01) que los sujetos con lesién falsa (Fig. 8).

La lesion de la regién anterior del PVT, produjo respuestas de fase a pulsos
de luz muy similares en CT6 (—13.50£7.64 min) y en CT12 (—109 7546.71 min) a
las de los sujetos con lesion falsa, en cambio en CT23 el pulso de luz 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 lesién 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 Reconstruccion histologica de cortes cordnales del cerebro de 2 sujetos bien
lesionados, los cuales recibieron una lesién electrolitica en el PVT medial-posterior. La
regidn sombreada (indicado por la flecha) correspondié al sitio exacto de la lesion; en el
panel A se muestra un sujeto con una lesion extensa del PVT medial-posterior, en €l panel
B se muestra un sujeto con una lesion menos extensa del mismo.
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Figura 6 Reconstruccidon histolégica de cortes cordnales del cerebro de 2 sujetos bien
lesionados, los cuales recibieron una lesion electrolitica en el PVT anterior. La region
sombreada (indicado por la flecha) correspondié al sitio exacto de la lesion; en el panel
A se muestra un sujeto con una lesion extensa en el eje antero-posierior del PVT
anterior; en el panel B se muestra un sujeto con una lesion menos extensa del mismo.
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:bidcﬁo &Parimanfa[

Para la segunda etapa se usaron dos grupos; a) Con lesion del PVT
anterior y b) con lesion falsa, cada grupo con una n=9. Estd inicid en luz roja tenue
por un periodo de 10 dias, posteriormente a las 20 horas se inicio el fotoperiodo
12:12; iniciando la fase de luz a las 8:00 am. vy la fase de oscuridad a las 20:00
p.m.; se registro por otros 20 dias; al final del mismo se determiné la latencia de
~ sincronizacion al fotoperiode por un procedimiento grafico (ver métodos). Una vez
que los sujetos estuvieron sincronizados se retrasG 6 horas el inicio del
fotoperiodo, iniciando ia luz a las 14:00 p.m. y la oscuridad a las 06:00 am. y se
determiné nuevamente la latencia a la resincronizacion (ver métodos).

Finalmente a estos dos grupos, se les midid la conducta de ingesta de agua
en luz roja tenue por un periodo de 10 dias, posteriormente se sometieron a un
fotoperiodo esqueleto, iniciando un pulso de luz de las 8:00 am. alas 8:30 am. y
el otro pulso de las 20:00 p.m alas 20:30 p m, se registro por otros 20 dias mas y
al final del mismo se medid la latencia de sincronizacidn al fotoperiodo por un
procedimiento grafico (ver métodos). Finalmente sé perfundieron los sujetos y se
realizé la histologia con la tincién de Nissl, para identificar la regién lesionada,

E sduMJ

Al inicio del experimento los sujetos del grupo con lesion falsa presentaron
un ritmo en oscilacion espontanea, después de iniciado el fotoperiodo (L:0 12:12)
algunos componentes se mantuvieron algunos dias en fase transitoria antes de
establecer una relacion de fase estable entre el inicio de la actividad y el inicio de
ia oscuridad del fotoperiodo, siendo esto cada vez mas preciso para finalmente
mostrar una clara sincronizacion al fotoperiodo (Fig. 11 A).
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Figura 7 Registros representativos de 11 conducta de ingesta de agua de sujetos con
tesion falsa del PVT. En el panel A se aplico un pulso de luz (400lux-60 min., Indicado por
él tridngulo) en CT 8, el cual no produjo cambio de fase alguno, sin embargo en CT 12 (B)
y CT 23 (C) el pulso de luz, produjo cambics de fase tipicos de estas horas circadianas.
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LESION PVT MEDIAL
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Figura 8 Actogramas representativos de sujetos con lesion electrolitica en el PVT mediai-posterior. En
el panel A se muestra un sujeto expuesto a un puiso de luz (indicado por é! triangulo) en CT 8, 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 el cual se observa un retraso de fase; en el panel C se muestra un adelanto de fase debido a la
aplicacion de un pulso de luz en CT 23
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LESION PVT ANTERIOR
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Figura 9 Actogramas representativos ccble Jiot - sujetos con lesidn electrolitica en el PVT
anterior. En el panet A se muestra un suje!o ¢ puesis a un pulso de luz (indicado por él tridngulo)
en CT 6, el cual no produjo cambios de fas= zguno. 2n el panel B se muestra un sujeto con un
pulso de luz en CT 12, en el cual se observa un retrasc de fase; en el panel C, en cambio el pulso
de luz dado en CT 23 ocasiond un retraso de {ase en iugar de los avances de fase esperados.
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Curva de respuesta de fase a la luz en
sujetos con lesion del PVT
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Fig. 10 Curva de respuesta de fase de sujetos con lesion falsa (n=9) y con lesién
electrolitica del PVT medial-posterior (n=6) y anterior (n=5). Las barras representan el
promediot error estandar de cada grupo experimental, 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
lesion del PVT medial-posterior y el grupo con lesion falsa; ** indica las diferencias
entre el grupo con lesion del PVT anterior y el grupo con lesion falsa.
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En los sujetos con lesién de! P'. T anterior, al inicio del fotoperiodo (12:12),
la actividad del animal se separd en dos componentes, uno se ajustaba casi
inmediatamente al inicio de la oscurirlad, €1 @anto que el otro presentaba varios
ciclos transitorios antes de estat 2. uno r2lacidn de fase estable. En algunos
sujetos se mantuvo un solo bloque de actividad, cuyo inicio se sincronizaba casi
inmediatamente, pero el final de !a ¢ ~tiviia? presentd varios ciclos transitorios
antes de ajustar su fase en forma estabie (Fig 11 B)

El analisis de latencias reve!d «:'2 er 2! caso de los sujetos con lesion falsa
presentaron un valor promedio -~ - 030 10 dias para poder sincronizarse al
fotoperiodo, en cambio los sujetcs con !2sién completa del PVT anterior
presentaron un valor promedio de - 23+0 47 dias para sincronizar el primer
componente de actividad (fioura 17 ': “f=rencia entre los dos grupos fue
significativa (1=3.78, df=8, p<0 00} =tz c-11s hacen contemplar la posibilidad
de un proceso de enmascaramiert~ ~n 'a rrapuesta de los sujetos con lesion del
PVT anterior al fotoperiodo completc

En la figura 13 se presentar lz- fac=s (CT 12) en las que se encontraban
los sujetos justo el dia en gque =e =xtab'zo: el fotoperiodo, en donde se pudo
observar que ambos grupos se e-cc.raban vy cerca del apagado de las luces
(0%, por lo que las diferencias chsar :7ac =n el valor de latencias entre los dos
grupos no son debidas a que el g0 experimental se encontraba cerca de los 0°.

Posteriormente se procedio a rtr=<=r € horas el inicio del fotoperiodo, en

donde los sujetos con lesién falsa w7+~ - - na clara sincronizaciéon después de
algunos ciclos transitorios, para finlii == 23t ~hlecer una relacion de fase estable
entre el inicio de la actividad v el i~ic'~ vt cecuridad  (Fig. 14 A).

En cambio los sujetos lr:ionaios ;r2szantaron una respuesta bifasica,
primero respondian casi inmadiciamants 2l retraso en el fotoperiodo,

estableciendo una relacion de a7+ + - mapte estable entre el inicio del
fotoperiodo y la conducta del su'=~ v - -0 el final de alfa parecié gue en
algunos sujetos tardaron varios 273 1 masrEr una relacion de fase constante
con el nuevo fotoperiodo, a pesar - qv 2 i i~ in de alfa se encontrd sincronizado
a la oscuridad (Fig. 14 B)

El andlisis de latencias -~~~ '~ . 2729 de los sujetos con lesion falsa
presentaron un valor promecic <2 ~ 7. " ~ias para poder sincronizarse al
retraso en el fotoperiodo en carr .~ . . . 'zsionados presentaron un valor
promedio de 1.66+0.29 dias nara . 1r 2 rcio de la fase de actividad (Fig.

15). Esta diferencia fue significat! .= (=1 24 =1 p<0.0007)
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Figura 11 Actogramas representativos de sujetos con lesion falsa (A) y electrolitica (B)
del PVT anterior, los cuales se encontraban los primeros dias en ©:0, posteriormente se
inicié un ciclo L:O (indicado por la barra) con el fin de sincronizar el ritmo de ingesta de
agua; los dias que tardd (latencia) en establecerse un estado sincronizado es indicado
por las flechas
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Finalmente se procedio a colccr ™ = ios sujetos en un fotoperiodo esqueleto
con el fin de determinar si los suiztos ¢on esién electrolitica del PVT anterior
presentaban enmascaramieric o f.. . ...

El examen visual de ios aciz"mas mostrd que antes de aplicar el
estimulo, todos los sujetos con lesic- ris: rostraron un  ritmo en oscilacion
espontanea; al iniciar el fotoseriod st lais dichos sujetos mostraron un
alargamiento en el periodo y varics ¢ os m2nsitarios antes de poder sincronizarse

al fotoperiodo esqueleto (Fig 16 ~. .~ - - wiicen una vez alcanzada, se mantuvo
por el resto del registro. El anal'sis -» . ¢ .2 »ara este fotoperiodo los sujetos
con lesion falsa requirieron de 11 16 27+ . "nadiates) para sincronizarse. En
cambic{ los sujetos con lssicr co - -t~ ot PVT anterior, se presentaron

variaciones en la fase de inicio f2 - *- 15V E! analisis de las latencias a

ésta sincronizacion reveld un val-rd: 2 (7" 40 Cias,

En la figura 17 se mue<ira la - -2 = '3 |latencia (medida en dias) a la
sincronizacion a un fotoperiod> =3 ¢ =2 I cual muestra que los sujetos
lesionados tardaron menos dias en - ~~1.o ¢ g los sujetos con lesion falsa en
sincronizarse al fotoperiodo escue s - z:tz diferencia fue estadisticamente
significativa. (t=2.54., df 8, p <0 " 1°

La fase en la que se =1cor = =27z suieto al inicio del fotoperiodo
esqueleto es pres'entada enlaf-um o~ dedde se pudo observar que ambos
grupos se encontraban muy r=-27 4~ - = dog pulsos que se les aplicaron
(0°), por lo que las diferencias chen- - - = alor de latencias entre los dos
grupos no son debidas a que sc o =i - 7 sxoerimental se encontraba cerca de
alguno de : dos pulsos(0°).
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Figura 12 Promedio del nimero de dias que tardé (Latencia) el ritmo de ingesta de agua
en sincronizarse a un ciclo L:0 en sujetos con lesién faisa (n=9) y electrolitica 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 Grafica que indica la distribucién a lo largo de un ciclo del inicio de la fraccion de
actividad {dada en grados) de cada sujeto en cada grupo experimental en el momento de iniciar
el fotoperiodo completo, asi 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 -
(0°)
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Figura 15. Grafica que representa la media del numerc de dias (barras) que
tardd 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 16 Actogramas represenati.  : - . < : - oo falsa (A) y electrolitica (B) del PVT
anterior, a los cuales se les expuso v 7. L. . ..eleto (indicado por ia barra), las flechas

indican los dias que tardan en sincrcr 273 . 0 o - condicién,
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Figura 17 Grafica del numero de dias que tardaron los sujetos de cada grupo experimental en
sincronizarse a un fotoperiodo esqueleto. El asterisco senala las diferencias significativas entre los
dos grupos experimentales (t=2.54., df §, p <0.001)
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Figura 18. Gréfica que indica la distribucién a lo largo de un ciclo del inicio de la fraccién de
actividad (dada en grados) de cada sujeto de cada grupo experimental en €l momento de
iniciado el fotoperiodo esqueleto, asi como su promedio (indicado por las flechas), en donde
se observa que ambas pobiaciones de sujetos se encontraban muy cerca ai puiso que se
sincronizod cada rata



PAPEL DEL NUCLEO PARAVENTRICULAR TALAMICO EN LA SINCRONIZACIQN

.:bider‘z'a d\'pcrimenta!

Se uso un disefio de muestras repetidas, en donde se utilizaron 9 ratas
machos, a las cuales se les implanté un electrodo en el PVT anterior. El estudio
inici® en luz roja tenue por un periodo de 10 dias, posteriormente se le aplicod un
pulso de corriente eléctrica, y se registré por otros 20 dias; al final del mismo la
direccién y la magnitud del cambio de fase fueron medidas por un procedimiento
grafico (ver métodos). El protocolo se repitié, de tal forma que cada animal recibi6
un pulso electrico en cada hora circadiana (CT 6, 12 y 23) y un pulso falso.
Posteriormente sé perfundieron los sujetos y sé realizé la histologia para la tincién
de Nissl, finalmente se elaboré la reconstruccidn histologica de la regidn
implantada.

Resubiados

La arquitectura del ritmo circadiano de ingesta de agua fue el mismo que
los sujetos de los experimentos anteriores

La histologia demostrd que el electrodo se localizé en la regidn dorsal del
PVT anterior en 8 de 9 animales, en este ultimo la localizacion del electrodo se
encontrd a un costado del mismo, este sujeto no se utilizé para ningun analisis
posterior. (Fig. 19)
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PAPEL DEL NUCLEO PARAVENTRICULAR TALAMICO EN LA SINCRONIZACION

Figura 19 Reconstruccién histolégica de cortes corénales del cerebro de una rata con un
electrodo implantado en el PVT anterior. El circulo {indicado por la flecha) corresponde
al area en la que se encontraron los electrodos
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PAPEL DEL NUCLEO PARAVENTRICULAR TALAMICO EN LA SINCRONIZACION

En la figura 20 se muestran ejemplos conductuales representativos de
sujetos a los cuales se les aplicd el estimulo eléctrico en las horas circadianas
esfudiadas. 7

La manipuiacion sin estimulacion eléctrica no produjo cambios de fase en
las horas circadianas utilizadas; la estimulacion eléctrica que se aplicd en CT 6 no
causod una evidente respuesta de fase, cuando la estimulacion se aplicd en CT 12
y 23 se presentaron cambios de fase similares a las producidas por pulsos de luz;
el retraso de fase fue de —97.50+5.66 vy los adelantos de fase de +112.50+£18.43
min, estas respuestas de fase fueron estadisticamente significativas (F(3,28)
=58.222, p<0 0001; Tukey) p<0.0001; figura 21).

:bidsiio &pﬂfimnfai

Este consistic en un disefio 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. El
estudio inicid en luz roja tenue durante un periodo de 10 dias, posteriormente se le
aplicd una inyeccién intracerebral de glutamato y se registré por otros 20 dias; al
final del mismo se midié la direccién y la magnitud del cambio de fase por un
procedimiento grafico (ver métodos). Posteriormente a cada animal nuevamente
se le aplicod una inyeccidn de vehiculo y se registré por otros 20 dias. Finalmente
se perfundieron los sujetos y sé realizé la histologia con la tincién de Nissl, para
elaborar la reconstruccion histologica de la regién impiantada.
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Keaulbadss

La reconstruccion de la zona de inyeccion reveld que para el grupo de CT 6
de los 9 animales implantados sélo 7 se encontraron en la regién del PVT anterior,
en los otros 2 sujetos la céanula quedd a un costado del sitio de inyeccion, en el
caso de CT 12 y 23 de los nueve animales implantados sélo en un animal la
canula quedd fuera de nucleo (Fig. 22); los sujetos que se localizaron fuera de la
region de estudio fueron eliminados de analisis posteriores.

En la figura 23 se muestran ejemplos representativos de la conducta de
ingesta de agua de sujetos con inyeccion de glutamato
| ka inyeccion de vehiculo no produjo respuesta de fase en las tres horas
circadiinas utilizadas. Por otro lado la estimulacién 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 los adelantos de fase de +91 66715 27 min; estas respuestas
fueron estadisticamente significativas (F(5.41)=23.77;p<0.0001; Tukey p<0.001).
Fig. 24).
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tivos de sujetos con un electrodo implantado en el PVT

anterior a través de! cual se estimulo eléctricamente a este nucleo en tres horas circadianas.

En el panel A se muestra un sujeto
mseg./30 min.) indicado por &l trian

al cual se le aplicd un estimulo eléctrico (03 mA. cada 2
gulo en CT 6, en el panei B y C se presentan sujetos con

un pulso eléctrico en CT 12 y 23 en donde se observd un claro retraso y adelanto de fase

respectivamente.
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Fig. 21 Representacion grafica 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 canula implantada en el PVT
anterior a través del cual se les inyectd glutamato (ful) en tres
horas circadianas, indicado por él tridngulo La inyeccidon dada en CT 6 no produjo
ningun efecto, en cambio la inyeccidon dada en CT 12 ocasiona evidentes retrasos de
fase y en CT 23 adelantos de la misma.
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Fig. 24 Representacion gréafica del promed = 22 la respuesta de fase de sujetos con una
canula implantada en el PVT anterior, €r donde se observé que las inyecciones de
glutamato también producen una CRF sir 7 a la de la luz, en donde CT 6 (n=9) no
produjo cambios de fase; en CT 12 (n=6 -, ratrasos y en CT 23 (n=9) adelantos de
fase (F(5,41)=23.19;p<0.0001; Tukey p<0 CL 1}
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-

L.os resultados del presente trabajo demostraron que el PVT es un componente
integral de los circuitos neurales que median los efectos de la luz sobre el sistema
circadiano en la rata. El papel del PVT parece ser compiejo ya que tanto ios cambios
de fase como la sincronizacion a un ciclo L:O son afectados por la lesién.

La lesion del PVT anterior alterd la direccién de las respuestas de fase del reloj
bioldgico en respuesta a pulsos de luz aplicados en la noche subjetiva tardia (CT 23);
la alteracion en la respuesta de fase depende de la regidon def PVT que se lesioné no
encontrandose efectos cuando se lesionaba el PVT medial-posterior.

De esta forma cuando se lesiond la regién medial-posterior del PVT y se aplic
un pulso de luz (400 lux, 60 min.) en CT 23 se presentd un aumento significativo en
los avances de fase con respecto al grupo con lesion falsa, en cambio cuando se
lesiond la region anterior del PVT y se aplicd el estimuio luminoso, la direccion del
cambio de fase se invirtid, obteniendo retrasos de fase de una magnitud similar a
cuando se estimulaba en la noche subjetiva temprana (CT 12), este efecto sobre la
direccion no se ha reportado en la lesién de otra estructura relacionada con el
sistema circadiano; siendo que cuando se lesiona electréliticamente la HIG o el NRD
por administracién de 5,7DHT en hamster y se aplican pulsos de luz en la noche
subjetiva tardia, se observa disminucidon en la mannitud de los avances de fase
{Pickard y Cols. 1987), pero no se presentan cambins 2n lg direccion de la respuesta
de fase. Por otro lado, el efecto de la lesidn del PVT sobre la region de retrasos de
fase (noche subjetiva temprana) fue nulo en ambas regiones del PVT, estos
resultados coinciden con los reportes que indican qu~ la lesién de la HIG no presenta
efectos sobre la magnitud de los retrasos de fase ’“arrington y Rusak, 1986), sin
embargo otros reportes, que involucran la lesion de ‘2 HIG (Pickard y Cols. 1987) y
del MRN (Morin y Blanchard, 1991) muestran cuz |1 lesidén 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 1a -G o el NRD. El aumento en la
magnitud o el cambio en la direccién de los avances .2 fase podria ser debido a que
la sensibilidad del reloj bioidgico a la luz en 2 nes - <ubjetiva tardia se ve alterada
por la lesion del PVT.
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La alteracién en la sensibilidad del reloj bioldgico podria estar relacionada con
eventos que estan involucrados en el proceso de sincronizacion, como podria ser la
activacion de las diferentes vias intracelulares de sefializacion, como los segundos
mensajeros, necesarios para reinstalar la fase del reloj bioloégico. Se ha determinado
que la activacion de estas vias intraceiulares esta restringidas a ciertas fases del ciclo
o dominios temporales (Gillete y Prosser, 1988; Prosser y Gillette, 1989; Gillette,
1996). Estos dominios estan relacionados con las fases del ciclo en las que el reloj
bioldgico es susceptible a cambiar su fase por estimulos luminosos y con periodos de
sensibilidad a sistemas especificos de neurotransmisidn. Estos cambios en la
sensibilidad del marcapasos van a permitir que la informacién sea filtrada
temporalmente para que pueda tener acceso a los mecanismos intrinsecos del reloj y
modificar su fase (Gillette et al. 1995).

Durante el dia subjetivo el NSQ expresa una sensibilidad bien caracterizada a
tratamientos que afectan a las vias reguladas por el AMPc¢; Ia aplicacion de analogos
del AMPc a la mitad del dia subjetivo estimula a una proteina 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 estimulos que
reinicien la fase cambia notablemente, la sensibilidad a la estimulacidon via AMPc
disminuye (Prosser y Cols, 1989) y simuitaneamente el NSQ aumenta su sensibilidad
a elementos que responden a la estimulacioén a agonistas glutamatérgicos; como se
sefiald previamente el glutamato es el principal neurotransmisor del TRH y se ha
encontrado que en el NSQ se expresan varias formas de receptores ionotropicos a
glutamato, como los NMDA y no NMDA (Hastings et al. 1996; Mikkelsen et. al. 1995),
La aplicacion intracerebral de antagonistas glutamatérgicos que interactuan con
ambos tipos de receptores ionotropicos bloguean las respuestas de fase inducidas por
fuz (Colwell y Menaker, 1992), in vitro la aplicaciéon de glutamato produce cambios de
fase en el ritmo de actividad eléctrica det 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 sefiales que llevan a la regulacién
de la fase del marcapasos en mamiferos.

Al parecer los elementos que participan en esta via de sefialamiento
intracelular en el NSQ son diferentes para que pueda ser inducido un retraso o un
avance de fase por la administracion de pulsos de luz durante la noche subjetiva.

En el caso de los retrasos de fase, la via de transduccion de sefiales es
iniciada con la liberacidn de glutamato, lo cual induce la activacién de canales
intracelulares de ryanodina (RyR) en el NSQ a través de los cuales se libera calcio
(Ca®") de los depositos intracelulares para producir un retraso de fase. El paso
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intermedio entre el glutamato y RyR aln no se conoce, pero se considera que un
posible candidato sea el oxido nitrico (NO) el cual a su vez estimularia la via que
involucra a la ribosil ciclasa (ADR), o bien que actue directamente sobre RyR. Por lo
que se sugiere que la activacién de RyR contribuye 2 - ar la direccién en el cambio de
fase expresado pof el marcapasos ( Diaz-Municzy« . 1999; Ding y cols. 1999).

Por otra parte, la administracién de pulsos ireves de luz durante la noche
subjetiva tardia, fase en la que se inducen adeiantos de fase conductuales, se
produce la liberacion de glutamato de las proyeccic ..~ de TRH, y la unién de éste al
receptor NMDA en el NSQ produce la entrada de c.:c - (Ca®") extracelular (Bading et.
al. 1993, 1995) que a su vez produce la activacisn - 1 oxido nitrico sintetasa (NOS)
que sintetiza al oxido nitrico (NO) el cual es una =2l parAcrina gaseosa que se
difunde libremente fuera de la célula que o sinteti-2 como a células circundantes

(Brendt y Snyder, 1992). Esta puede ser [a seial -~ “aria que media él reinicio del
reloj. A su vez el NO activa a la guanilil ciclas p v que aumentan los niveles de
cGMP, este aumento induce la activaciér d= 'a ~- :ina quinasa dependiente de
GMPc (PKG). '

Las acciones posteriores a la activacion = estos elementos incluyen la
activacién de la proteina de unién de elementcs nue responden al Ca%"/AMPc
(CREB) (Ginty y Cols, 1993); la fosforilacion e ~3.. factor de transcripcién es un
modo comin de las vias de sefializacién inirac2lu - nultiple activadas por sefiales
extracelulares que inducen la transcripcion de - as(Munter, 1995); la luz, el
glutamato y el NO inducen fosforilacién de CREB sol~ en la noche subjetiva (P-CREB)
(Ginty y Cols, 1993 y Ding et al. 1995 =s*2 *'::a de la via de sefializacion
intracelular involucra la activacion de la calr.od1.n= = ~in, que a su vez activa a una
MAP quinasa y ofras quinasas que fosfcria~ -3 esto a su vez induce la
expresion de genes via elementos de respi2siz 'AMPc (Ca/CRESs) (Gillette,
y Tischkau, 1999; Obrietan y Cols. 1998)

Recientemente se ha determinado ¢ m=-:r:= -0 molecular del reloj bioldgico,

jAY]

el cual consiste de la interaccidn de asas ¢» =i w2 “tacién negativas de procesos
transcripcionales/traduccionales; el asa ¢= i ntacién negativa abarca la
regulacion dinamica de los tres genes per - oar v de dos genes cryptocromo
(‘mCry1 y mCry2), la transcripcion ritmica de esi. 5 - .5 es conducida por factores de
transcripcion, CLOCK y BMAL1, los usie: — -rodimerizan y aumentan la
transcripcion a través de elementosdeiac = - s de un retraso impuesto por
la transcripcion, traduccion y modificacion =~ -~ “onales, las proteinas de los
genes MPER y mCRY forman compleic - 1~ s que son fransportados al
nucleo; en el nicleo las proteinas mCRy .. >omo reguladores negativos
interactuando directamente con CLOCK ¢ 2. _ con el fin de inhibir la
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transcripcion de los genes mPer y mCry, al mismo tiempo mPER2 contribuye a la
transcripcion ritmica de Bmal1 formando una via de protoalimentacion (feedforward),
ya que la disponibilidad de BMAL1 presumiblemente promueve la heterodimerizacion
de CLOCK:BMAL1 necesario para iniciar nuevamente la transcripcién de los genes
mper/mcery. '

La luz puede afectar este mecanismo, ya que tanto mPer1 como mPer2 son
regulados por la luz en la noche subjetiva, en donde la expresion de mPer3 no se ve
afectada; ia expresion de mPer1 es muy rapida vy va ligeramente retrasada de Ia
induccién de c-fos, pero es suficientemente rapida para demostrar que la proteina
FOS no regula a mPer1; por otro lado mPer1 es directamente regulada por P-CREB
actuado via un elemento CRE, el cual se localiza en la region 5’ det gen mPert.

La expresion del gen mPer2 también es inducida por la luz, esta ocurre
predominantemente durante la noche subjetiva temprana, con poca respuesta durante
fa noche subjetiva tardia (Shearman y cols., 1997; Zyika y cols.,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
mPert 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 Cols. 2001), lo cual confirma que probablemente en el NSQ
existan dos vias separadas para expresar los cambios de fase. Es posible que el PVT
este involucrado especificamente con la via de activacién intracelular de los adelantos
de fase.

Es probable que a través de esta via intracelular especifica el PVT module las
respuestas del reloj en la noche subjetiva tardia, ya que este usa al glutamato como
nuerotransmisor (Moga, y Moore, 1996) y una disminucién de liberacién del glutamato
junto con otro neurotransmisor, coliberado con el glutamato, debido a la lesion del
PVT, en la hendidura sinaptica ocasionaria una alteraciéon del movimiento de calcio
extracelular lo cual alteraria las vias de sefalizacion intracelular, dando como
resultado respuestas de fase conductuales anémalas.

En nuestros datos también encontramos que tanto el valor promedio de la
fraccion de actividad como ia de reposo, no se vieron afectadas con la lesion del PVT
(datos no mostrados). En otros reportes, la lesion de fa 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 fraccidn 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 Cols.

1990)
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Por otro lado también se reporté jue -
endogeno del ritmo de actividad locomotor i ¢
estudio no se encontrd efecto de la lesion soh ¢ i
diferencia entre estos dos estudios radica =

Moore {2000) sufrieron una enucleacion bilaterat - e:
si sola alarga el periodo endégeno del relo; b o

esta preparacién obscurece los posibles -if2 . -
sobre el periodo enddgeno.
La lesion de las otras aferencias = !

endégenoenl:L yloalargaen O:0enha == r

1986; Pickard, G.E. 1994, Pickard, G.E. y C:i-
lesidn no afécta el pericdo enddgeno en [z
(Harrington, M.E. y Rusak, B. 1986). La iesié
hamster (Morin y Blanchard, 1991) y no .= - =
hamster (Morin y Blanchard, 1991, Mistl c .
bulboctornia también alarga el periodo en ¢« -
Estos resultados sugieren que el efr 1
de ias aferentes al NSQ dependen del cici~ .
sujetos en el estudio o bien del tipo de es
dramaticos de la lesion en estos nlcieos ' ~2

que responde fuertemente a la luz, porot.- - 1.

lesion del PVT en L:L.
Los ritmos circadianos son usualn: i

como el ciclo L:O; un cambio en la fase d« iz o
circadianos sé resincronizen al nuevo ciclo 31

Se ha reportado que la lesidén ele- .
velocidad de resincronizacion a un camb«
corto (Ebling, F.J. y Cols. 1992); en nu=: =
PVT anterior afecta la velocidad de sincrci -
condiciones consiantes a un ciclo L:O
resincronizacion a un retraso en el inici
sujetos respondian casi inmediatamente -
resultados coinciden con reportes, en -
velocidad de resincronizacion al ciclo de il 0
del ciclo L:O, en hamster (Janik, D. Y Mros:
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» del PVT alarga el periodo
ioga y Moore, 2000), en este
:do (datos no mostrados). La.

. 4jetos del estudio de Moga y
“ranipulacién experimental por
+w~ai y Cols, 1994), por lo que

;1 lesion electrolitica del PVT

< la HIG, acorta el periodo
Harrington, M.E. y Rusak, B.
entras que en otro estudio la
de iluminacion antes citadas
- alarga el periodo en L:L en

- cambios en O:0 en ratdn y

Cols. 1998); finalmente la

18 {Possidente y Cols. 1990}

:2riodo enddgeno de la lesion
‘On en que se encuentren los

' use, ya que los efectos mas
. ¥ en hamster, una especie
-~ ha estudiado el efecto de la

a¢os a factores ambientales
lo L:O, induce que los ritmos

_ de un intervalo de tiempo.

/T en hamster, no altera la
riodo largo a un fotoperiodo
zintramos que [a lesion del
-0 se cambia a los sujetos de
iar afecta la velocidad de
2o, en algunos casos estos
50 del fotoperiodo. Nuestros

- de la HIG disminuye la
:er:tal y a cambios en el inicio
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Lo anterior indica, que la lesidn del PVT produce que el sistema circadiano
responda atipicamente a fotoperiodos completos, yé sea por que el sistema
circadiano en estas condiciones no censé adecuadamente la intensidad de
ifluminacion, o bien que los efectos observados sean un efecto del ciclio de iluminacidn
sobre los efectores del sistema circadiano (enmascaramiento).

Con respecto al primer punto, los sujetos con lesidén del PVT anterior podrian
asemejarse a sujetos pinealectomizados los cuales presentan respuestas robustas a
la iluminacién 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 la presencia de receptores a melatonina en el PVT (Ebling,
F.J.y Cois 1}992; Recio, J. y Cols. 1996), sin embargo su participacion en el sistema
circadiano no ha sido determinada. Cabe mencionar que la melatonina es una
hormona esencial para las adaptaciones biolégicas de los sujetos al invierno; la lesién
del PVT no altera las respuestas a fotoperiodes cortos (Purvis,C. y Duncan, M. 1997)
lo cual indica que los receptores a la melatonina contenidos en el PVT no participan
en la medicion del largo del fotoperiodo.

La glandula pineal es considerada como un transductor neuroenddcrino que
traduce una sefial de tipo nerviosa acerca de las condiciones ambientales de
obscuridad y de luz a una sefial hormonal, la mefatonina; los niveles de esta hormona
constituyen una sefal sincronizada al fotoperiodo, v le indica al organismo el largo del
fotoperiodo. Se ha determinado que la melatonina podria participar en las respuestas
de fase a la luz, ya que ratas pinealectomizadas presentan una atenuacién de las
respuestas de fase a la luz (Salazar-Juarez, A vy Aguilar-Roblero, R. 1992).

Por otro lado las células del NSQ presertan un dominio temporal caracterizado
por una alta sensibilidad a la melatonina, durante ef 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 suhietiva tardia y final del dia subjetivo)
(Guillete, 1996). Podemos especular que a traves o= su sensibilidad a la melatonina el
PVT pueda influenciar el mecanismo del reloi =rvandc informaciéon relevante al NSQ
con respecto a ciertas caracteristicas del fotor-2de como puede ser la intensidad
delaluz

Con respecto al segundo punto, el enm: 322 =m 2nto es usado para describir

los efectos directos e inmediatos ejercidos po: o & ambientales sobre un ritmo, la
diferencia mas importante entre el enmascarar = ' . lu sincronizacion es la relativa
al intervalo de tiempo de resincronizacién de. - excrasado en comparacion al
ambiental; cuando se sufre enmascaramiento ¢ c¢.'so temporal es muy similar a la

sincronizacion pero la transicion entre los dos =<'z 23 conductuales es abrupta como
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el cambio ambiental. En cambio cuando e! - 1 .-

oscilador interno la transicion conductual <.
factor ambiental y el ritmo se desarrolla gra .

Este efecto se observa en los sujets-
estos responden inmediatamente al fol. ..

actividad del animal.

Un metodo para separar 10s compc ¢ !
sincronizado por la luz es proveido por e! [ -
breves de luz son presentados cada dia ¢+
ocurre bajo un ciclo de L:0O normal; si 1= -
parte, el estimulo produce un fotoperiodo v

efectos sincronizadores del ciclo L:O 12:17
La !’fesién del PVT anterior disminu
ingesta de agua con respecto alf grupe ¢+

con lesion electrolitica del PVT no se =
rapido. Por lo que el PVT es necesario =1 -
luminosos, ya sea modulando las respuesia. =

paramétricas.

Esto sugiere que el sistema circadi= -

la luz, después de la lesion del PVT, en oi -

por lo tanto aumenta la potencia del sincror -+
Por otro lado, la estimulacion electr -+ -

ritmo de actividad locomotora de ratas v h.
de luz. Ademas la estimulaciéon eléctri:=

induce una CRF con retrasos de fase dur- - -

de fase durante la noche subjetiva tardi:
cualitativamente simitar a la CRF para ia

intactos (De Vries y cols, 1993) y a puls=s

la estimulacion electrica de la HIG y del NE
oscilacion espontanea que mimetizan a |
H.E. y Cois., 1992;

La estimulacion eléctrica del PVT in
de agua en ratas en obscuridad contini.:::
obtenida con pulsos de luz. Sin embarge -
cerebro induce respuestas por la liberac
las neuronas de dicho sitio, o bien refizi
region estimulada. Ya que las fit:
neurotransmisores, la estimulacion con ¢ -
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mas especifico para estimular las neuronas del nucico en estudio. Las neuronas del
PVT contienen receptores glutamatérgicos (Lour-~co Neto &Y cols. 2000) por lo que
estas pueden ser activadas por glutamato. La ~.zcuidn de glutamato en PVT induce
cambios de fase similares a los observados por {2 estimulacidon eléctrica del PVT. Lo
que indica que los efectos de la estimulacic. -..:trica del PVT se deben a la
activacién de las neuronas del nucleo.

Mediante el estudio del ftransporte r=' -:rzdo axonal del 3H-d-aspartato
inyectado en el NSQ, se ha demostrado que !z= :r accicnes del PVT a este nucleo
contienen EAAs (Moga y Moore, 1996). Ya que i s ~2mbios de fase inducidos por luz
se deben a la liberacion de EAA’s por las te =235 del TRH en el NSQ, no es i
sorprendente que la estimulacion del PVT procuzc: sambios de fase similares a los
producidos por pulsos de luz.

v Recientemente se encontré que de~r. o NSO existe una poblacion
especifica de neuronas que responden a la = 7 racion eléctrica del PVT, y otra
poblacién que responde & la estimulacion -~ .- ademas de responder a la

—

estimulacion del PVT (Granados-Fuentes, 2700 . Ectos haflazgos complementan
nuestras observaciones de que la estimulacicn ca PYT produzca cambios de fase
similares a los inducidos con pulsos de luz, a! 2 1« e 2videncia electrofisiclogica de la
funcionalidad de las proyecciones del PVT al NS -
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Los resultados del presente trabajo indican que el PVT es un componente

integral de los circuitos neurales que median los efectos de la luz sobre el sistema
circadiano en la rata. El papel del PVT parece ser compiejo ya que tanto los cambios
de fase como la sincronizacion a un ciclo L:O son afectados por la lesion.

L]
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El PVT anterior modula los adelantos de fase a pulsos de luz posiblemente a
traves de la coliberacion en el NSQ del glutamato con algun otro neurotransmisor,
aun no identificado. En forma alternativa la lesion del PVT podria inducir una
alteracion en la respuesta del reloj bioldgico a la luz en la noche subjetiva tardia,
que podria estar relacionada con la activacion de las diferentes vias intracelulares
de sefalizacion, como los segundos mensajeros, necesarios para reinstalar la fase
del reloj bioldgico.

El PVT anterior participa en la sincronizacién a un fotoperiodo completo
posibilemente a fraves del aumento en la sensibilidad de las células del reloj
biologico a la luz.

La estimulacion de las células del PVT produce una CRF similar a la inducida por
pulsos de luz debido a la liberacién de glutamato de sus terminales en el NSQ;
esto sugiere que las células del NSQ responsables de la sincronizacién a la fuz no
diferencian del glutamato liberado por el RHT que el liberado por el PVT.
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