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RESUMEN. 

Esta tesis reporta el desarrollo y resultados de dos experimentos separados de 
registros electrofisiológicos extracelulares unitarios en rebanadas in vitro del núcleo 
supraquiasmático (NSQ) del cerebro de la rata. El primer experimento consiste en un 
muestreo estadístico de registros obtenidos de dos grupos de animales; uno mantenido an 
un ciclo de luz-oscuridad (LO) y el otro mantenido en obscuridad continua (00). El 
estudio fue hecho separando los registros de los NSQ's contralaterales (derecho e 
izquierdo). Se observó una variación circadiana de la actividad eléctrica de las neuronas 
registradas, y hubo una diferencia significativa, tanto en forma como en fase, de las 
curvas de distribución temporal. de frecuencias entre ambos lados. Estos resultados 
apoyan a resultados anteriores que sugieren que los dos NSQ podrían actuar como dos 

unidades oscilatorias independientes. 

El segundo experimento trata de una nueva clasificación de los diferentes tipos de 
disparo en las neuronas del NSQ, basada en el análisis de los diferentes patrones 
observados en la distribución de intervalos entre espigas. En este análisis se encontró un 
nuevo tipo de patrón que presenta disparos a frecuencias que son múltiplos de una 
frecuencia fundamental, por lo tanto se bautizó como "tipo armónico". La abundancia de 
este tipo de patron fue de 16%, comparable con la de los patrones regulares ("tipo 
entonado") que fue de 18%. El resto presentaron distribuciones al azar ("tipo irregular") 
que comprenden también a las células que disparan en ráfagas. Estos resultados sugieren 
que existe un tipo de relación funcional entre los diversos patrones, que tiene por objeto 
la obtención de neuronas entonadas que son osciladores infradianos, que eventualmente 
podrían participar en los mecanismos para crear el reloj. Consecuentemente, un modelo 
fue diseñado, que tomara en cuenta estos resultados experimentales y que fuera capaz de 
predecir la existencia de los diferentes tipos de patrones. El modelo es una descripción 
simple de la interferencia de señales que provienen de células que disparan al azar y que 
através de una red neuronal arbitraria, dichas señales se filtran, resultando en el paso de 
una sola frecuencia de disparo. 

La relación entre los resultados experimentales y el modelo se discute en la parte 
final de la tesis con énfasis en tratar las virtudes y limitaciones del modelo. Se tomó 
especial cuidado en relacionar las predicciones del modelo con sus posibles 
consecuencias biológicas. La tesis concluye con algunos comentarios sobre trabajos al 

futuro y sobre la relevancia del reloj circadiano para la salud y el bienestar del ser 
humano. 
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I. INTRODUCCION 

1.1 Los Ritmos Circadianos, Generalidad 

Un patrón recurrente dentro de cierto margen de regularidad se 

define como ritmo. El ritmo es esencial para la música, la poesia, y muchas 

otras cosas con las que tenemos contacto en nuestra vida cotidiana. Aquí, 

nos concentramos en los ritmos biológicos. La fluctuación temporal de un 

fenómeno dentro de un sistema biológico con intervalos más o menos iguales 

se considera como un ritmo biológico. La ritmicidad es una propiedad 

fundamental de la materia viva, desde los organismos unicelulares hasta los 

animales complejos. Innumerables estructuras y funciones exhiben cambios 

períodicos de sus formas e intensidades. 

Dentro de los muchos ritmos biológicos que existen en los 

organismos, los mas prominentes son los circadianos. Estos ritmos están 

estrechamente relacionados con la rotación de la Tierra alrededor de su eje, 

es decir, el ciclo solar de luz y obscuridad. En los mamíferos, los ritmos 

circadianos expresan una organización temporal de procesos fisiológicos y 

conductuales para una óptima adaptación al medio ambiente. Esto es porque 

los ritmos circadianos ayudan a sincronizar el organismo con las 

fluctuaciones períodicas en el medio externo, y facilitan la integración del 

medio interno del individuo. Parafraseando a Aschoff (1964): "los ritmos 

circadianos establecen un espejo que refleja los cambios del mundo exterior 
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al medio interno, por lo tanto preparan al organismo para los cambios 

programados o predichos del medio ambiente". 

Un aspecto importante de los ritmos circadianos es el Corrimiento 

Espontáneo. No todos los ciclos biológicos de 24 horas son circadianos. 

Algunos períodos se deben a las fluctuaciones ambientales regulares de 

temperatura, humedad, luz. Estos ciclos desaparecen cuando los cambios 

ambientales se vuelven constantes. En cambio, los definidos como ritmos 

circadianos persisten bajo condiciones constantes con un período cercano, 

pero no exactamente de 24 horas. Este fenómeno se llama corrimiento 

espontánteo (free running). Este fenómeno demuestra la naturaleza endógena 

de los ritmos circadianos. 

A pesar de la naturaleza endógena de los ritmos circadianos, los 

marcapasos endógenos se ajustan constantemente por el ciclo de luz - 

obscuridad. Este proceso se llama sincronización. Las vías visuales son las 

principales responsables del proceso de la sincronización. Una 

característica importante de este proceso es que un ritmo circadiano en 

corrimiento espontáneo puede alargar o acortar su período en uno o varios 

ciclos, dependiendo de la fase
1 

en donde se presentan los pulsos de luz. Un 

pulso de luz estandar puede causar uno de los tres siguientes efectos sobre 

'
Fase: Estado instantáneo de una función periódica con respecto a un punto 

fijo de la misma función. 
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la fase de ritmo circadiano: sin cambio, retraso y avance. La magnitud y la 

dirección del cambio de fase depende de la fase del ritmo en la cual se 

aplica el estímulo luminoso. Esta relación se grafica en la curva de 

respuesta de fase como la ilustrada en la Figura 1.1. En hamsters, el 

comienzo de la actividad se usa como referencia para la fase y se define 

como tiempo circadiano (TC) 12:00. El hamster es activo durante la noche 

subjetiva (de 12:00 a 24:00 TC) e inactivo durante el día subjetivo (de 0:00 

a 12:00 TC). La curva de respuesta de fase tiene tres características 

generales: 1) La zona muerta, cuando no ocurren cambios de fase después de 

que se aplican los pulsos luminosos durante del día subjetivo, 2) El retraso 

de fase ocurre cuando los pulsos se aplican durante la noche subjetiva 

temprana y 3) El avance de fase cuando los pulsos se aplican durante la 

noche subjetiva tardía. El retraso de fase causa un alargamiento del período 

y el avance de fase causa un acortamiento del período. Aunque la curva de 

respuesta de fase se obtiene por medio de las mediciones de la función 

rítmica expresada, ésta refleja las propiedades temporales de los 

osciladores circadianos responsables de esta función. (Pittendrigh & Daan, 

1976). 

El sistema circadiano consiste de los siguientes componentes 

importantes (Takahashl y Zatz, 1982): 1) vía de entrada para la 

sincronización; 2) marcapaso circadiano para generar la oscilación; 3) vía 

de salida para trasmitir la información a los efectores en los que expresan 

los ritmos que medimos. (Fig. 1.2).(Moore, 1992) 
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TIEMPO CIRCADIANO (HORAS) 

Fig. L 1 Curva de respuesta de fase ilustrando el efecto de pulsos de luz 
(60 minutos) aplicados en diferentes tiempos circadianos de la actividad 
rit nica locomotora del hámster. El avance de fase es graficado como positivo 
y el retraso de fase como negativo. (Ver texto). (Tomada de Takahashi & 
Zatz, 1982) 
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Fig. 1. 2 Diagrama que muestra los componentes del sistema circadiano. 
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1.2 Perspectivas Históricas 

¿Desde cuándo tiene el hombre conciencia sobre los ritmos de 24 

horas en actividades de plantas, animales y de si mismo? El escrito mas 

antiguo que se ha encontrado es del siglo cuarto, de la época de Alejandro 

Magno, donde se documentaron los movimientos diarios de las hojas de plantas 

y los pétalos de flores. Andróstenes reportó que el árbol de tamarindo 

(Tamarindus inducus), muy conocido en ese entonces por sus frutas laxantes, 

abría sus hojas durante el día y las cerraba durante la noche (Bretzl, 

1903). Sin embargo, en estos escritos antiguos sólo se consideraban a estos 

ritmos como respuestas pasivas al ciclo solar. La afirmación de la 

rítmicidad circadiana como una propiedad del organismo vivo se debe 

principalmente a los fisiólogos de los siglos XVIII y XIX. Sus estudios 

permitieron concluir que, por lo menos algunos ritmos biológicos de 24 horas 

no sólamente se debían al ciclo ambiental sino que también tenían un origen 

endógeno. En 1729, Jean Jacques d' Ortous de Mairan, un astrónomo francés, 

publicó en una comunicación corta de L'Academie Royale des Sctences de París 

(Fig. 1.3) su estudio de los movimientos de las hojas y pedículos de una 

planta heliotrópica (probablemente Mimosa pudica). Esta planta abría sus 

hojas y pedículos durante el día y los doblaba durante la noche. Cuando de 

Mairan movío esta planta a un sitio donde no podía llegar la luz solar, la 

planta seguía abriendo y cerrando sus hojas y pedículos durante el día y 

durante la noche respectivamente (Fig. 1.4). Éste fue el primer experimento 

publicado que demostró la persistencia del ritmo circadiano en ausencia de 
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Fig. 1.3 La comunicación original de Jean Jacques d'Ortous de Mairan, donde 
documentó la persistencia de ritmos circadianos en los movimientos de hojas 
de la planta en condiciones constantes. Esta comunicación fue reportada en 
1:Academie Royale Sctences en Paris en 1729. (Tomada de Moore-Ede et 
at,1982). 
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Fig. 1.4 	Representación del experimento original de de Mairan. Superior 
izquierda: las hojas se abrían durante el día con luz solar; superior 
derecha: las hojas se cerraban durante la noche. De Mairan demostró, con el 
siguiente experimento, que la luz solar no es indispensable para estos 
movimientos de las hojas. Puso la planta en obscuridad total y observó que 
la planta seguía abriendo sus hojas durante el día (inferior izq.) y 
cerrándolas durante la noche (inferior der.). (Tomada de Moore-Ede et 
a1,1982). 
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señales del tiempo externo. En 1832, Augusto de Candolle repitió el 

experimento de de Mairan sobre la Mimosa pudica en obscuridad continua. Se 

dió cuenta de que las hojas se abren una o dos horas antes cada día. Por lo 

tanto, concluyó que el movimiento diario de las hojas tiene un período de 22 

a 23 horas, Ésta fue la primera demostración de que el reloj circadiano 

podría acortar su período con respecto al ciclo de 24 horas cuando las 

señales sincronizantes no están presentes. Este fenómeno se denominó 

corrimiento espontáneo (free running) (Para una revisión, ver Moore-Ede et 

al, 1982). Richter es uno de los primeros que observó la persistencia de los 

ritmos circadianos conductuales en ratas bajo obscuridad contínua (Richter, 

1922). Johnson es otro de los primeros que reconoció el origen endógeno de 

los ritmos circadianos (Johnson, 1926, 1939). Él no solamente mostró que los 

ratones (Peromyscus leucocus) mantenían una actividad rítmica en obscuridad 

continua, sino también observó que el período de estos ciclos se desviaba un 

poco de 24 horas. Concluyó entoncesque la actividad rítmica no dependía 

directamente de la fluctuación diaria de las condiciones ambientales y era 

una expresión de un ritmo fisiológico interno. En 1939, Johnson sugirió que 

"el animal tiene un reloj fisiológico que es excepcionalmente durable, 

auto-regulable y auto- regenerable cuyos mecanismos necesitan ser 

descubiertos" (Johnson, 1939, p. 326). 

¿Dónde está este reloj y cómo funciona? Desde los 1920's hasta los 

1960's, hubo varias investigaciones aisladas sobre los ritmos circadianos, 

pero no se lograron progresos importantes para contestar estas preguntas. 

9 
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El concepto que formuló Johnson sobre un reloj endógeno se mantuvo 

hipotético durante más de tres décadas. En 1972, dos grupos de investigación 

identificaron independientemente una estructura en el hipotálamo anterior 

del cerebro de la rata que parece ser esencial para mantener los diversos 

ritmos circadianos (Moore & Eichler, 1972; Stephan y Zucker, 1972). La 

localización de este reloj fue guiada por la suposición de encontrar 

conexiones neurales entre el reloj y las vías ópticas, ya que este reloj es 

susceptible a la luz. Siguiendo este razonamiento se empezaron a lesionar 

selectivamente estructuras conectadas a las vías ópticas, hasta encontrar el 

núcleo supraquiasmático (NSQ). Las lesiones de dicho núcleo en rata 

eliminaban los ritmos circadianos (tales como los ritmos de sueño y vigilia, 

de ingesta de agua, de la actividad locomotora, y de la secreción de la 

melatonina por la glándula pineal). 

Desde ese entonces surgieron tres importantes cuestionamientos 

para los neurocientíficos interesados en los ritmos circadianos: 1)¿cómo se 

sincronizan los ritmos circadianos por el ciclo externo de luz obscuridad? 

2)¿cómo genera el NSQ los ritmos circadianos? 3)¿cómo es que el NSQ controla 

la gran variedad de los ritmos circadianos? 

1.3 El Marcapaso Ctrcadiano en Mamíferos, El Núcleo Supraquiasmático 

1.3.1 Organización anatómica y funcional del Núcleo Suoraouiasmático 

Los núcleos supraquiasmáticos son un par de grupos neuronales 

10 
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bilaterales con alta densidad celular que se localizan en el hipotálamo 

ventral anterior, en la base del tercer ventrículo, y justamente arriba del 

quiasma óptico. La forma del NSQ difiere mucho entre diferentes especies, 

pero aquí nos concentramos en el de la rata (Fig. 1.5). En cada NSQ de la 

rata hay aproximadamente 104  neuronas (Güldner, 1976, Van Den Pol, 1980). En 

la parte medial del NSQ las células están mas densamente empaquetadas que 

las de la parte dorsolateral y anterior. Esto hace difícil definir con 

precisión la frontera entre el NSQ y el tejido hipotalámico subyacente 

(Güldner, 1976, Van Den Pol, 1980). El volumen total del NSQ es de 

aproximadamente 0.1 mm3  (estimado por Güldner, 1976) o de 0.32 mm3  (estimado 

por Van Den Pol i  1980). (Estas diferencias pueden deberse a los diferentes 

criterios para definir la frontera). 

Las neuronas del NSQ son extremadamente pequeñas (Güldner, 1976, 

Van Den Poi, 1980). El diámetro promedio de las neuronas dorsomediales es de 

7.8 pm y de las laterales es de 9.6 gm. Estas neuronas se separan por 

axones, por dendritas, o por células gliales en razón de una neurona por 

seis células gliales. Sin embargo, en la parte dorsomedial, muchas células, 

sean neuronas o filias, hacen contactos pericariales (aposiciones 

soma-somáticas) y se observan también cadenas de células (Van Den Pol, 

1980). 

La mayoría de los axones en el NSQ son cortos y no mielinizados. 

Ellos comienzan y terminan dentro del NSQ. Estos axones forman los llamados 

11 
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Fig. 1.5 	Fotografía de la sección coronal del NSQ de la rata. Los núcleos 
se presentan como dos masas celulares compactas situadas inmediatamente 
arriba del quiasma óptico (0C) y lateralmente del tercer ventrículo (3). 
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circuitos locales. Las dentritas que están dentro del NSQ son también 

relativamente cortas. Van Den Poi (1980) hizo una clasificación de 5 tipos 

de neuronas del NSQ, basado en el número y las formas de las dentritas: 1) 

bipolares simples con dos dentritas, se localizan principalmente en el lado 

dorsal del quiasma óptico cerca de la linea media; 2) células monopolares 

con una sola dentrita; 3) bipolar rizo con dos dentritas mas complejas, 4) 

multipolar radial con tres a cinco dentritas primarias y 5) neuronas 

espinosas con soma redondo y dentritas muy variadas. Las astroglías tienen 

más o menos el mismo tamaño que las neuronas del NSQ con 5 a 15 

ramificaciones que se proyectan a los vasos sanguíneos cercanos (Moore, 

1983). 

Los tipos de contactos sinápticos que existen dentro del NSQ son 

los de Gray-tipo I y Gray-tipo II. El Gray-tipo I (asimétrico) se 

caracteriza por una alta densidad postsináptica y se piensa que es 

excitatorio. El Gray-tipo II carece de densidad postsináptica y es 

inhibitorio. La mayoría de las sinápsis en el NSQ son de Gray-tipo II. Ambos 

tipos de sinapsis se han descrito también en las terminales del nervio 

óptico aferente al NSQ (Güldner, 1978), 

Inmunohistoquímicamente el NSQ se divide en dos regiones, según su 

contenido de péptidos: la región dorsomedial y rostral se caracteriza por la 

presencia de vasopresina (VP) y la región ventrolateral por la presencia del 

péptido intestinal vasoactivo (VIP). Neuronas que contienen somatostatina se 
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presentan en todo el núcleo. (Moore, 1983). Además de la vasopresina, VIP y 

somatostatina existen otros neurotransmisores sintetizados dentro del 

núcleo, tales como la neurofisina, el acido gama-aminobutírico (GAGA), la 

bombesina, y el péptido liberador de gastrina. (Van den Pol & Tsujimoto, 

1985). 

La luz incrementa la actividad metabólica (Fuchs & Moore, 1980) 

del NSQ. Usando técnicas inmunohistoquímicas se observan proyecciones 

directas desde la vía visual a los NSQs. Estas proyecciones salen del 

quiasma óptico en el lado dorsal y terminan en las regiones ventrolaterales 

de los NSQ's. Estas proyecciones se conocen como tractos 

retino-hipotalámicos (RHT) (Moore & Lenn, 1972; Hendrickson et al, 1972). 

Glutamato y aspartato podrían ser los neurotransmisores del RHT (Liou, et 

al, 1986). Las proyecciones visuales indirectas provienen del lado ventral 

del núcleo geniculado lateral (vLGN) y de la hojuela intergeniculada (IGL) 

(Moore, 	1983). 	Estas 	proyecciones 	se 	denominan 	tractos 

geniculo-hipotalámicos (GHT). La presencia de neuropéptido Y (NPY) en el NSQ 

parece ser originada en estas proyecciones (Liou et al, 1986). Las otras 

aferencias importantes del NSQ provienen de las áreas hipotalámicas 

anterior, retroquiasmática y de varios núcleos del hipotálamo tuberal, 

particularmente del núcleo ventromedial y del núcleo rafé dorsal del 

mescencéfalo. Las conexiones eferentes del NSQ proyectan a otras áreas del 

hipotálamo, a los núcleos septales y al tálamo (hojuelas periventriculares, 

dorsomediales e intergeniculadas) (Moore, 1983). Los NSQ contralaterales se 
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conectan entre sí por una serie de proyecciones topográficamente muy 

organizadas en la parte anteroventral de cada NSQ (Fig. 1.6) (Moore, 1983). 

1.3.2 Evidencias que demuestran que el NSQ es el marcapaso circadiano 

El NSQ es el principal marcapaso circadiano en mamíferos. Tres 

grupos de evidencias apoyan esta conclusión: 

a) Estudios con lesiones del NSQ. Después de la destrucción bilateral del 

NSQ en ratas y hamsters mantenidos en obscuridad continua o luz continua, 

muchos ritmos circadianos desaparecen o están severamente dañados (Ver 

revisiones Rusak y Zucker, 1979; Aguilar-Roblero y Drucker Colín, 1987). 

Abolición del NSQ en ratas neonatales eliminan permanentemente los ritmos de 

actividad locomotora y de ingesta de agua. Esto sugiere que otras regiones 

del cerebro no tienen la capacidad de reorganizar y suplir la función que 

desempeña el NSQ (Mosko & Moore, 1979). 

b) Oscilación intrínseca en el NSQ. Estudios de aislamiento del NSQ 

demuestran que éste puede puede mantener una oscilación intrínseca. Inouye y 

Kawamura (1979, 1982) observaron ritmo circadiano de actividad multiunitaria 

en muchas regiones cerebrales de ratas en libre movimiento. Ellos hicieron 

después una "isla" hipotalámica que contenía al NSQ. Esta isla estaba 

separada del resto del cerebro por un corte con navaja. El ritmo circadiano 

de las regiones fuera de la isla desapareció, mientras que persistió dentro 

de la isla. Poco después de los estudios de lnouye y Kawamura, varios grupos 
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de investigación demostraron la persistencia del ritmo circadiano de la 

actividad unitaria in vitro en rebanadas hipotalámicas que contienen NSQ 

(Groos y Hendricks, 1982; Green y Gillette, 1982; Shibata, et al., 1982). 
• 

Estos estudios demuestran que la oscilación circadiana es intrínseca dentro 

del NSQ, negando la posibilidad de que el NSQ sea la conexión entre los 

ritmos expresados y el marcapaso localizado en otra parte. 

c) Estudios con transplante. Animales arrítmicos debido a lesiones del NSQ 

recuperan los ritmos circadianos después del transplante de hipotálamo 

anterior fetal. En cambio, este efecto no sucede en transplantes de otras 

áreas del cerebro fetal (Drucker-Colín et al, 1984; Sawaki et al, 1984; 

Lehman et al, 1987; Aguilar-Roblero et al, 1986; 1992a; 1992b). 

Aunque ha sido demostrado que el NSQ es el marcapaso circadiano 

principal en los roedores, no se puede excluir la posibilidad de la 

existencia de otros marcapasos circadianos fuera del NSQ. Sobre este aspecto 

se discutirá en la siguiente sección 

1.3.3 Evidencias de multiosciladores acoplados  

Con base en las extensas descripciones de los ritmos circadianos 

en mamíferos, en particular en roedores y seres humanos, los modelos 

teóricos y matemáticos sugieren que la porción cronométrica del sistema 

circadiano consiste de más de un oscilador circadiano (Pittendrigh et al. 
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1959; Winfree, 1967; Kabato y Susuki 1980). Estos modelos suponen que 

existen varios osciladores circadianos que generan una variedad de ritmos 

sincronizados en condiciones normales, como la del ciclo de luz-obscuridad 

natural, Estos osciladores posiblemente se acoplan cuando las señales 

sincronizantes inducen ajustes periódicos de fase mediante mecanismos no 

bien establecidos. Evidencias que apoyan estos modelos incluyen las 

siguientes observaciones: 

a) Desincronizaclon interna espontánea. El ciclo de sueño y vigilia y el 

ritmo de temperatura corporal en seres humanos tienen períodos similares con 

una relación de fase constante en condiciones normales de luz-obscuridad. 

Estudios realizados después del corrimiento espontáneo muestran períodos 

diferentes para estos ciclos, Esto puede interpretarse como resultado de un 

desacoplamiento entre diferentes osciladores para cada ritmo medido (Aschoff 

& Wever, 1984), 

b) Desincronización interna pasajera. Muchos de nosotros hemos experimentado 

este tipo de desincronización por "Jet lag". Si salimos de la Ciudad de 

México a las 10:00 de la mañana y volamos hacia Tokio, catorce horas después 

llegamos a Tokio, zona de tiempo con 15 horas de diferencia. A esta hora en 

México acaba de pasar la medianoche y en Tokio es la mitad de la tarde, 

Gracias a los vuelos comerciales podemos trasladarnos a otro lado de la 

Tierra en pocas horas, pero el sistema cronométrico endógeno requiere varios 

días para resincronizarse al nuevo tiempo local. Lo interesante es que 
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diferentes ritmos fisiológicos muestran diferentes velocidades de 

resincronización. El estado de desorden temporal después del cambio de zona 

de tiempo y antes de que todos los ritmos regresen a su relación de fase 

original se denominan desincronización interna pasajera. (Moore-Ede, et 

1977). 

c) Desincronización interna forzada. También es posible separar los ritmos 

poniendo a los sujetos en días artificiales con períodos diferentes de (pero 

cercanos a) 24 horas sin que ellos se den cuenta de este cambio (Moore-Ede 

et al, 1982). 

d) Fenómeno de desdoblamiento. Cuando algunos roedores nocturnos se exponen 

constantemente a luz brillante por intervalos de tiempo largos, el ritmo 

circadiano de la actividad motora, que normalmente sólo presenta una 

componente, muestran una disociación en dos componentes. Al iniciarse este 

desdoblamiento, cada componente del ritmo presenta un período diferente, sin 

una relación de fase constante entre ellos. Después de algún tiempo, las dos 

componentes del ritmo establecen una relación de fase constante. Esto se ha 

interpretado como resultado de un desacoplamiento de diferentes osciladores 

subordinados a un mismo ritmo (Pittendrigh & Daan, 1976). 

¿Es el NSQ el único marcapaso circadiano 	 en los 

mamíferos? En experimentos de lesión total de ambos NSQs de rata no se 

elimina el ritmo de temperatura corporal, sugiriendo la existencia de 
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otro(s) oscilador(es) fuera del NSQ. (Satinoff & Prosser, 1988). También se 

han reportado posibles marcapasos adicionales en el ojo de los roedores con 

los cuales inducen los ritmos sensibles a la luz (Terman & Terman, 1985). 

Pero existe mucha discusión sobre la localización de los sustratos 

anatómicos involucrados en estos posibles osciladores, 

Existen evidencias que indican que los NSQs podrían funcionar como 

un sistema multioscilatorio. Picard y Turek (1982) reportaron que se podía 

suprimir el desdoblamiento del ritmo locomotor en hamsters lesionando 

unilateralmente uno de los NSQs. Después de destruir uno de los NSQs, 

desaparecía un componente de este ritmo. Una interpretación de estos 

resultados es que los NSQs funcionan como dos osciladores circadianos 

acoplados (uno en cada lado). Hay otra evidencia que apoya esta hipótesis. 

Después de lesionar un NSQ, se presenta un pequeño cambio de período en el 

corrimiento espontáneo. (Ebihara & Kawamura, 1981; Picard & Turek, 1983; 

Takahashi & Menaker, 1982). 

1.4 Electrofisiologia del Núcleo Supraquiasmático 

Las células del NSQ presentan actividad eléctrica espontánea. En 

varios estudios hechos in vivo en ratas se han reportado diferentes 

intervalos de frecuencia de disparo en el registro eléctrico unitario: entre 

0.2 a 2.2 Hz (Meijer et al. 1986); entre 2 a 8 Hz (Nishino y Koizumi, 1977) 

y entre 0.1 a 11 Hz (Miller et al, 1987; Glotzbach et al. 1987). En todos 
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estos estudios In vivo, los patrones de descarga son irregulares y el 

promedio de la frecuencia de descarga varía considerablemente en difentes 

horas (Meijer, et al, 1986; Miller et al, 1987). 

Registros 	eletrofisiológicos 	In 	vitro 	revelan 	características 

diferentes sobre la frecuencia de disparo espontáneo del NSQ. El intervalo 

de frecuencias de disparo es de 3 a 9 Hz en la mayoría de los reportes en la 

literatura. (Green & Gilette, 1982; Gilette, 1986; Groos & Hendricks, 1982; 

Shibata et al., 1982, 1984a, 1984b; Thomson, 1984; Thomson et al., 1984). 

Este intervalo de frecuencia es comparable con el de estudios in vivo, 

aunque las frecuencias menores a 1 Hz no se reportan. Sin embargo, se han 

visto neuronas con disparos espontáneos a intervalos regulares. Groos y 

Hendricks (1979) fueron los primeros que caracterizaron este patrón de 

disparo neuronal. Dichas células presentaban una distribución de intervalos 

entre espigas (DIEE) de tipo Gausiana con un pequeño coeficiente de 

variación. Las células con coeficiente de variación <0.2 se clasificaron 

como tipo regular. Este patrón de disparo podría considerarse como un 

oscilador ideal. De acuerdo con este criterio, 16% de las células 

registradas fueron regulares. Las células restantes fueron de tipo irregular 

o disparaban en ráfaga (Tipo 1, II, y 111 según Shibata et al, 1984a). Groos 

y Hendricks también hicieron registros eléctricos del NSQ In vivo. Siguiendo 

el mismo criterio se encontraron que sólo 2 de los 397 registros se podían 

clasificar como regulares. Por lo tanto la probabilidad de ocurrencia de 

este patrón es mucho más frecuente en estudios in vitro que en animal 
o 
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intacto. Esta diferencia podría de deberse a la aplicación de anestésicos 

durante los registros en animal intacto. Thomson et al. (1984) mostraron la 

destrucción del patrón regular registrado in vitro mediante la 

administración de uretano o pentobarbital en el medio. 

El promedio de la frecuencia de disparo registrado en rebanadas de 

NSQ in vitro presenta fluctuaciones circadianas. Este aspecto ya se mencionó 

en la sección 1.2.2. 

¿Qué papel juegan los potenciales de acción en la generación de la 

ritmicidad? Esta pregunta es un tema de discusión. La tetrodotoxina (TTX) es 

un bloqueador de los canales de sodio voltaje-dependientes. La 

administración de TTX en la preparación de rebanadas del NSQ abole los 

potenciales de acción de las neuronas del NSQ (Sugimori et al, 1984). 

Schwartz et al. (1987) perfundieron TTX en NSQ de ratas en libre movimiento 

por catorce días. Los ritmos circadianos expresados desaparecieron. Esto 

indica que los potenciales de acción son necesarios para la expresión de la 

actividad rítmica conductual. Cuando terminaron de perfundir TTX los ritmos 

reaparecieron. Lo interesante es que la fase del ciclo circadiano que 

reapareció continuó la misma pendiente del corrimiento espontáneo observado 

antes de la perfusión. Así se podría deducir que el oscilador endógeno había 

continuado corriendo durante la administración de TTX, a pesar de que los 

potenciales de acción fueron abolidos, Sobre esta questión se discutirá con 

detalle más adelante. 
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Se ha estudiado también el papel de los iones de calcio sobre los 

potenciales de acción en el NSQ in vitro. Como ya se mencionó en la sección 

1.2.2, la actividad eléctrica del NSQ en la preparación de rebanadas 

presenta un ritmo circadiano. En la preparación con solución libre de 

calcio, este ritmo desaparece y también desaparece el patrón neuronal de 

disparo regular. (Shibata, et al, 1984b). El calcio es esencial para la 

transmisión sináptica de las neuronas del NSQ (Shibata, 1984c). Así pues se 

infiere que la transmisión sináptica es muy importante para la generación de 

los disparos neuronales de tipo regular del NSQ. Sobre cómo podría 

participar el calcio en la generación de ritmicidad, o en la expresión del 

ritmo circadiano de la actividad eléctrica, se discutirá más adelante. 

El registro electrofisiológico 	vitro es un método muy 

importante que proporciona información útil sobre la frecuencia de disparo y 

el patrón de descarga neuronal en el NSQ. Pero para lograr mayor información 

electrofisiológica se requieren registros intracelulares o técnicas de 

patch-clamp. 

Debido a que los tamaños de las neuronas del NSQ son 

extremadamente pequeños, poco se han estudiado las propiedades eléctricas 

intracelulares. Wheal y Thomson (1984) hicieron registros intracelulares en 

rebanadas hypotalámicas que contenían NSQ. En 22 células registradas el 

intervalo de potencial de reposo era de -50 pV a - 68 4V. Estas células 
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tenían una resistencia de entrada alta (72 - 260 Ma), y una constante de 

tiempo pequeña de la membrana (3,0 - 15,5 ms). Los potenciales de acción 

también eran de duración corta (0.6 - 1.0 ms en la amplitud media) y casi 

siempre presentaban una hiperpolarización post-potencial de acción de 10 a 

20 mV. La amplitud de los potenciales de acción (± desviación estandar, SD) 

fue de 83.8 ± 12.6 mV y el umbral del potencial de acción (±SD) fue de -47,8 

±2.2 mV. Células con potencial de membrana menor que -60 mV presentaban 

actividades espontáneas. La frecuencia de los disparos dependía de la 

negatividad del potencial de membrana. De tal manera que entre más negativo 

era el potencial de membrana menor era la frecuencia de disparo. Células 

silenciosas podían activarse con pulsos despolarizantes. La despolarización 

podía introducir actividades regulares, irregulares ó en ráfaga. 
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS 

A partir de las observaciones anteriores podemos obtener un 

panorama general del elemento cronométrico del sistema circadiano, pero 

estudios que indaguen los mecanismos por los cuales se genera la ritmicidad 

y se trasmite a los efectores son aun insuficientes. Por ejemplo, aunque el 

promedio de la frecuencia de disparo de las neuronas del NSQ presenta una 

fluctuación circadiana (ver la sección 1.3.2), se sabe muy poco de la razón 

por la cual los patrones de disparo difieren tanto entre las células de una 

misma zona en el mismo lapso de tiempo. Tampoco se ha estudiado 

sistemáticamente si ambos NSQs funcionan como una unidad oscilatoria única, 

o son mas bien un conjunto de osciladores acoplados. 

Este estudio tiene por objetivo indagar las propiedades 

electrofisiológicas del NSQ mediante experimentos In vitro y realizar un 

análisis teórico de cómo podrían participar estas propiedades en la 

generación de los ritmos circadianos. En concreto, vamos a examinar las 

siguientes preguntas: 

¿Podrían funcionalmente considerarse a los núcleos supra-

quiasmaticos contralaterales como dos unidades oscilatorias 

independientes? 

¿Existe alguna relación funcional entre los diferentes patrones 

de disparo de las neuronas del NSQ?. 
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OBJETIVOS 

Para tratar la primera pregunta se propone: 

1.1. Determinar la relación de fase con respecto a la oscilación de la 

actividad eléctrica unitaria entre ambos NSQs bajo diferentes 

condiciones experimentales. Esto ayudaría a apoyar la conclusión 

de que cada NSQ actúa como una unidad oscilatoria independiente, 

que emana de experimentos de lesión unilateral del NQS cuando 

desaparece el desdoblamiento del ritmo (Picard 	Turek, 1982), 

Con respecto a la segunda pregunta, proponemos: 

2.1. Caracterizar detalladamente los patrones de disparo de las 

neuronas del NSQ mediante registros extracelulares unitarios. 

2..2 Elaborar un modelo de redes neuronales para explicar la 

existencia de estos patrones de disparo. 

u*, 
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III. MATERIAL Y METODOS 

III. 1 	Animales 

Se utilizaron 30 ratas machos de la cepa Wistar (de 150g a 200g de 

peso corporal). Se colocaron los animales en un bioterio con alimento y agua 

ad libitum. La temperatura ambiental y la humedad fueron más o menos 

constantes. Los animales se mantuvieron bajo un ciclo de luz - obscuridad 

12:12 horas durante dos semanas. Después, 14 animales se colocaron en un 

cuarto con luz roja tenue constante de 30 lux (grupo 00). El resto de los 

animales se mantuvieron en condiciones iniciales (grupo LO). 

III. 2 	Sistema de Registro Electrofisiologico 

La Fig. 111.1 muestra los componentes básicos del proceso de 

registro electrofisiológico. El sistema de registro eléctrico y el sistema 

in vitro fueron montados al inicio de este proyecto. Se hizo la distribución 

espacial del cuarto de electrofisiología in vitro. También se hicieron la 

camara de Faraday y al amplificador para análisis de señales en la 

computadora. Este amplificador fue diseñado por el departamento de cómputo 

del Instituto de Fisiología celular. La cámara de registro es de acrílico 

transparente, circular con un diámetro de 1.5 cm y una profundidad de 1 cm. 

En el fondo de la camara se puso una capa de esponja de poliestireno para 

disminuir la turbulencia causada por la corriente de la solución Krebs. Una 

malla de nylon se colocó a la mitad de la profundidad de la cámara, para 
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mantener las rebanadas inmersas en la solución .En la cámara de registro se 

circuló la solución, Krebs previamente calentada a la temperatura de 36.8 a 

37.2 °C y burbujeada con 95% de oxígeno y 5% de CO2 con pH de 7.2 a 7.4. La 

velocidad de perfusión fue de 3 ml por minuto. Esta velocidad fue 

determinada por varios experimentos para lograr una óptima condición para la 

rebanada y facilitar el registro. La solución de Krebs fue la sugerida por 

Yamamoto (1972), y tiene la siguiente composición (en milimolar): NaCI 124, 

KC1 5, KH2PO4 1.24, MgSO4 1.3, CaCl2 2.4, Nal1CO3 262 , glucosa 10. 	La 

actividad eléctrica neuronal se registró extracelularmente mediante 

micropipetas de vidrio usadas como electrodos. Las pipetas se llenaban con 

una solución de NaC1 de 2M saturada de azul de pontamina con el fín de tener 

una referencia visual. La resistencia de los microelectrodos fue de 4 a 10 

Mn. Se colocaron los microelectrodos bajo control visual con la ayuda de un 

microscopio de disección Nikon SMZ-1B y un micromanipulador Narishige. La 

iluminación de la preparación se hizo a través de un sistema iluminador de 

fibra óptica. Las seriales eléctricas se hicieron pasar por un 

preamplificador y un amplificador de la marca Grass. Los registros fueron 

monitoreados por un osciloscopio Tektronix 2213 A de 60 MHz. Los registros 

se grabaron mediante una grabadora de FM Hewlett Packard. 

2Se ajustó el pH a 7.28 para la temperatura deseada, variando la 
concentración de NaHCO3, y la osmolaridad se mantuvo a 300 mOsmol 
modificando la proporción de NaCl. 
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Fig. 111.1 	Componentes básicos del sistema de registro electrofisiológico. 
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Procedimientos Experimentales  

Se desnucaban los animales y se decapitaban en diferentes tiempos 

circadianos, bajo las condiciones de luz correspondientes. Se removieron los 

cerebros y rápidamente se colocaron en una caja de petri que contenía 

solución de Krebs a 4°C. Usando un bisturí se quitó el resto de cerebro 

dejando un bloque de 0.5cm x 0.5cm x 1.0cm que contenía el hipotálamo y el 

quiasma óptico. Se rebanó este bloque en el plano coronal a 400pm con un 

rebanados de tejido. Se identificaron las rebanadas que contenían el NSQ 

visualmente y se trasladaron a la cámara de registro. Se tomó cuidado 

especial sobre los lados derecho e izquierdo originales de la rebanada. Se 

asignaron los lados con la dirección rostro-caudal hacia abajo. Este 

procedimiento normalmente se hacía en menos de 5 minutos, Una vez estando en 

la cámara de registro con medio oxigenado y pH y temperatura deseados, las 

rebanadas fueron incubadas por 30 minutos antes de iniciar el registro (la 

técnica de la preparación de la rebanada cerebral se basa en el estudio de 

Hatton et al, 1980). Se registró la actividad eléctrica extracelular 

unitaria principalmente por la capa superficial de la rebanada. Se bajaba el 

electrodo con el micromanipulador hasta encontrar las señales deseadas. con 

el fín de evitar posibles micro-cortes provenientes del electrodo por 
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defecto del micromanipulador3 y lograr mayor duración de la rebanada viva 

sólo se registraba por la capa suferficial (menos de 100 pm de profundidad). 

Las profundidades de las rebanadas no dan más información, ya que 

corresponden a mismas coordenadas del NSQ para cada caso. Cada célula fue 

monitorizada en el osciloscopio por 5 minutos antes de grabar la sehal, 

asegurando la estabilidad de la actividad eléctrica registrada. Se grabó 

cada registro por lo menos dos minutos en audiocinta de carrete. Para 

obtener un muestreo estadístico amplio y no polarizado, se movía el 

electrodo con un paso de más o menos 50 pm en el plano horizontal y en cada 

posicion se de jaba por lo menos 5 minutos, antes de moverlo a la siguiente 

posición. Este procedimiento permitió registrar las células que estaban 

silenciosas al colocar el electrodo por primera vez en una posición. No se 

registraron las localizaciones de cada neurona registrada en el NSQ porque 

nuestra hipótesis inicial es suponer cada NSQ funciona como una unidad 

oscilatoria y estudios previos habían demostrado que las lesiones en 

diversas partes del NSQ no abolían ritmos sólo hasta destruir 100% de un 

lado y 75 7. de otro lado (Van den Pol y Powley, 1979; Mosko y Moore, 1979). 

Estas evidencias sugieren que el marcapaso no localiza en alguna parte 

particular del NSQ. Con este sistema de registro, la duración máxima de 

registros eléctricos en una rebanada fue de 23 horas con 30 minutos, aunque 

3
E1 micromanipulador que se usó en este experimento fue adaptado para este 

sistema de registro in vitro. Tiene el defecto de que los movimientos 
verticales del electrodo y del cuerpo del micromanipulador no están en el 
mismo ángulo. 
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sólo se tomaron los registros de las primeras 8 horas a partir de la hora de 

colocar la rebanada en la cámara con el fín de asegurar que las señales 

bioeléctricas no estuvieran alteradas. Se registraron de un promedio de 15 

células por rebanada. Como resumen de este procedimiento experimental ver la 

Fig. 111.2. 

Se analizaron los registros mediante un sistema computarizado 

desarrollado en el departamento de cómputo del Instituto de Fisiología 

Celular. Este sistema de análisis puede discriminar entre las señales 

bioeléctricas y el ruido de fondo y digitalizar las espigas, elaborar 

histogramas de frecuencia y de distribución de intervalos entre espigas 

(DIEE). Se usó la prueba de Scheffe para la comparación múltiple de valores. 

Este análisis fue realizado con el paquete estadístico SPSS/PC. Para 

analizar la correlación de las curvas temporales de los NSQs contralaterales 

se usó la función de correlación cruzada
4 

(Cooper et al, 1980). 

4En este caso la correlación cruzada es el método de análisis adecuado ya 
que compara dos funciones oscilatorias mientras las otras correlaciones no 
son convenientes en este caso. Por ejemplo, la correlación de Pearson sólo 
es adecuada para comparar dos funciones lineales . 
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION 

IV. I. Caracterización de Las Fluctuaciones Circadianas de Cada 
Núcleo Supraquiasmático 

IV. I. 1 Resultados Experimentales 

Este experimento tiene como finalidad examinar la pregunta 	Y 

cumplir el primer objetivo. 

Se registraron 186 células del grupo LO y 238 células del grupo 

00. Las curvas de la distribución temporal de la actividad eléctrica de los 

animales mantenidos en luz - obscuridad muestran una clara oscilación 

circadiana. El nivel máximo de actividad ocurrío durante las 15 - 18 horas 

del tiempo geográfico local (Fig. IV. la). Dicha oscilación persistió en la 

curva temporal de los animales mantenidos en cuatro días de obscuridad 

continua (Fig. IV. lb). El nivel máximo de actividad ocurrido durante las 12 

- 15 horas del tiempo geográfico local. La amplitud de la oscilación del 

grupo LO fue mayor (de 2.7 Hz a 7.0 Hz) que la del grupo 00 (de 2.5 a 6.1 

Hz). 

Cuando analizamos los datos separando los del lado derecho del NSQ 

con los del lado izquierdo, observarnos un fenómeno interesante. Las curvas 

de los registros del lado derecho bajo ambas condiciones experimentales son 

bimodales y no hay modificación de fase después de cuatro días de 

corrimiento espontáneo. En cambio, las curvas del lado izquierdo son 

34 



00 
T 
• 

• 

LmeL Zhcznq , 5eai.a de Doctoruada en. CiencLaa 9Ltacitóqi,catl, 1992  

9 	 

8- LO 
7- 

6- 

* 	A 

T 1  • 
5- 

N = 4- 

3 7  
O 2- 

l- a. 

o o 

9 	 

8 - 

7-

6 - 

5 - 

4-

3 - 

2 - 

1 - 

T 

• 

3 6 9 12 15 18 21 24 

* PC0.05 

F
R

E
C

U
E

N
C

IA
 D

E
 

o
o 3 6 9 12 15 18 21 24 

INTERVALO DE REGISTRO (hrs.) 

Fig. IV. 1 	A) Distribución temporal de frecuencias de disparo de 186 
registros extracelulares unitarios en 8 intervalos de tiempo. Los animales 
fueron mantenidos en luz - obscuridad 12:12 horas. (*) diferencia 
significativa (p < 0.05, prueba de Scheffe). b) Distribución temporal de 
frecuencias de disparo de 238 registros extracelulares unitarios en 8 
intervalos de tiempo Los animales fueron mantenidos en obscuridad continua 
durante 4 días. (*) diferencia significativa (p < 0,05, prueba de Scheffe). 
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básicamente unimodales y el nivel máximo de actividad en la curva de LO 

ocurre durante las 14 - 16 horas, mientras que el máximo de actividad en la 

curva de 00 ocurre durante las 12 - 14 horas. Esto implica un avance de fase 

de aproximadamente dos horas (Fig. IV. 2).(Zhang & Aguilar Roblero, 1990). 

La Fig. IV. 3 es el resultado del análisis de la correlación 

cruzada entre las curvas de ambos lados tanto en luz - obscuridad (LO) como 

en obscuridad continua (00). Podemos ver que los máximos valores del índice 

de la correlación (r) ocurrieron en el punto de defasamiento de dos horas. 

El r del grupo de 00 (r = 0.68) es menor que el r del grupo LO (r = 0.80). 

IV. 1. 2. Discusión del Experimento Anterior 

La curva de distribución temporal de la actividad eléctrica del 

grupo de luz - obscuridad muestra una clara oscilación circadiana. Esta 

observación coincide con los reportes en la literatura. La oscilación 

circadiana también fue observada en la curva de obscuridad continua, la cual 

demuestra la naturaleza endógena del ritmo, tal como ha sido previamente 

reportado. El resultado del análisis por separado de los lados del NSQ 

indica una asimetría, tanto en la forma de la fluctuación como en la fase. 

El defasamiento de dos horas en las curvas de la correlación cruzada indica 

que las oscilaciones de la actividad eléctrica de los NSQs contralaterales 

son asimétricas tanto en la condición de luz - obscuridad como en la 

condición de obscuridad contínua. La disminución del índice (r) de la 

correlación puede interpretarse como resultado la disminución de la fuerza 
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de acoplamiento en la condición de obscuridad continua. Esta asimetría 

podría implicar dos unidades oscilatorias independientes. Estas unidades se 

corresponderían con la anatomía del núcleo. En la última parte de la sección 

1.3.3 se mencionaron algunas evidencias que sugieren que los dos NSQs 

podrían ser dos unidades oscilatorias con diferentes períodos. Estas dos 

unidades están acopladas en condiciones normales de luz - obscuridad, pero 

cuando desaparecen las señales de sincronización, estas unidades podrían 

desacoplarse. Nuestro resultado experimental sugiere que si los NSQs son dos 

unidades oscilatorias, entonces podrían tener diferente sensibilidad al 

cambio externo. En nuestro caso, después de desaparecer las señales 

sincronizantes, el NSQ del lado izquierdo aceleró su oscilación en pocos 

días (4 días) mientras que el lado derecho parecía insensible a este cambio. 

Esta observación sugiere que el NSQ de un lado podría funcionar como 

marcapaso "maestro" regulando otros marcapasos existentes. ¿Cómo se acoplan 

los osciladores del sistema circadiano? Se han observado receptores de 

melatonina de alta densidad en el NSQ (Weaver, et al, 1989) y es evidente 

que la melatonina puede jugar un papel importante en la sincronización 

(Moore, 1992). Pero, ¿la melatonina podría participar en el acoplamiento de 

diferentes osciladores? Un estudio realizado en nuestro laboratorio 

(Aguilar-Roblero & Vega-Gonzalez, enviado a Brain Research) mostró que la 

pinealectomía en hamster dorado induce una reducción de la latencia del 

desdoblamiento en luz continua y un aumento de la duración de los 

transitorios antes de establecer una relación de fase estable entre los dos 

componentes rítmicos. Esta observación sugiere que la glándula pineal podría 
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proveer uno de los mecanismos de acoplamiento endógeno entre diferentes 

osciladores en el sistema circadiano del roedor. Sobre este aspecto hacen 

falta más investigaciones. Sería interesante observar la correlación de las 

curvas de distribución temporal de la actividad eléctrica de ambos NSQs en 

ratas pinealectomizadas para confirmar la conclusión del estudio anterior. 

IV. 2 Caracterización eléctrofisiológica del núcleo supraquiasmático 

Nuevo Patron de Disparo 

IV. 2 1 Resultados Experimentales 

Se registraron un total de 472 celulas del NSQ de 30 animales en 

todas las horas circadianas. El intervalo de la frecuencia de disparo era de 

0.60 Hz a 15.07 Hz aunque el 94% de las células registradas tenían las 

frecuencias de disparo de 1.0 Hz a 10.0 Hz. Todas las células registradas se 

pueden asignar uno de cuatro tipos típicos, de acuerdo a su distribución de 

intervalos entre espigas (DIEE). En las figuras 1V.4 - IV. 7 se muestran 

ejemplos de estos cuatros tipos de células. La Fig. 1V.4 es un ejemplo de 

una célula con patrón de disparo regular, esto es, sólo existe un pico de 

Intervalos en la DIEE con una desviación estandar de 0.01. La frecuencia de 

disparo de esta célula es de 8.58 Hz. En la Fig. IV. 5 se muestra un patrón 

de disparo irregular con una DIEE amplia y la Fig. IV. 6 es una célula que 

tiene períodos silenciosos de más de 1 segundo entre los cuales dispara 

súbitamente en ráfagas. La DIEE de este patrón se parece bastante a la del 

patrón anterior. 	Estos tres patrones han sido reportados anteriormente 

40 



Zhangt, S'ecan de Doctoruada en CLencLaa  Yi.A.Latógleaa, 1992 

(Groos & Hendricks, 1979; Shibata, et al., 1984a; Thomson, et al., 1984). La 

neurona de la Fig. IV. 7 muestra un patrón de disparo irregular y una 

distribución de intervalos amplia, pero los intervalos están agrupados 

alrededor de múltiplos de un intervalo basal (armónicos), y los pesos de 

cada grupo de armónicos seguían la envolvente de la distribución al azar de 

la Fig. IV.5. Este patrón no ha sido reportado en la literatura previamente. 

Por razones que se explicarán posteriormente, se clasificaron sólo 

tres patrones cualitativamente diferentes, de acuerdo la DIEE: 1) el patrón 

de la distribución al azar, que es asimétrica, amplia, como se muestra en 

las Figs. IV. 5 y 6, 2) el patrón con armónicos, corno se muestra en las 

Figs. 1V.7, y 3) el patrón "entonado", que se aproxima a un oscilador ideal 

(Fig. IV.4). La estadística descriptiva de las frecuencias de disparo de 

cada tipo neuronal y el porcentaje en la población total se presentan en la 

Tabla IVA. Se puede observar que dependiendo del criterio que use, la 

proporción relativa de los tipos de células varía. Cuando se usa DIEE como 

criterio de clasificación hay una disminución de la proporción de las 

células entonadas y aparece el tipo "armónico". 
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intervalos entre espigas (DISE). 
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TABLA IV.1 

FRECUENCIAS DE DISPARO (promedio 	desv. est.) DE DIFERENTES PATRONES 
NEURONALES CLASIFICADOS DE ACUERDO CON EL ANALISIS DE FRECUENCIAS 

(A. F.) Y DE DISTRIBUCION DE INTERVALOS ENTRE ESPIGAS (DIEE) 

TIPO NEURONAL 
FRECUENCIAS DE 

DISPARO 

(Hz) 

PORCENTAJE DEL 
TOTAL 

(%) 

REGULAR 	* 5.94 ± 	1.89 23.7 
A.F. IRREGULAR 3.60 ± 2.56 69.9 

EN RAFAGAS 2.59 ± 	1.89 6.4 

ENTONADO 	t 6.32 ± 2.12 18.0 
DIEE AL AZAR 	t 3.38 ± 2.45 65.9 

ARMONICO 	t 4.46 ± 2.64 16.1 

TOTAL NUMERO DE CELULAS = 472 
PORMEDIO GENERAL DE FRECUENCIA = 4.09 ± 2.61 

* Prueba de Scheffe P < 0.05 con respecto al resto de patrones 
F = 46.41. 

t prueba de Scheffe P < 0.05 entre los tres patrones, 
F = 35.43. 
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En la Tabla IV. 2 se ha usado una nomenclatura conveniente para 

nuestros propósitos posteriores: al tipo de neuronas con patrones regulares 

se le llama "entonado", al tipo irregular se le llama "fuente" y al tipo 

armónico se le llama "filtro". Se observan variaciones circadianas en la 

distribución relativa de tipos neuronales en la población total de neuronas 

registradas, según la DIEE. Durante los intervalos del dia. subjetivo 

(Intervalos V, VI y VII) hubo una disminución del número de neuronas con 

disparos al azar y un incremento de los tipos armónico y entonado. 

Vale la pena mencionar que las células con el patrón armónico 

difieren entre sí no solamente en el intervalo del armónico fundamental sino 

que también en el número y los pesos de los subsiguientes picos harmónicos. 

De esta manera, uno puede intuir que existe un acercamiento sistemático al 

entonamiento perfecto. Esta idea se muestra en la Fig. IV, 8. 
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TABLA IV. 2 

VARIACIONES CIRCADIANAS EN LA DISTRIBUCION RELATIVA (%) 
DE TIPOS NEURONALES (SEGUN LA DIEE) REGISTRADOS 

EN EL NSQ IN VITRO 

INTERVALOS 
DE 

TIEMPO 

TIPO NEURONAL (/) No. 
TOTAL 
DE 

CELULAS FUENTE 
1 

FILTRO ENTONADO 
ENTONADOS+ 
FILTROS 

I 73 13 14 27 50 

II 79 12 9 21 48 

III 77 3 
- 

20 23 
, 

48 

IV 85 4 11 
. 

15 
, 

31 

V 47 31 22 53 59 

VI 49 28 23 51 86 
. 	, 

VII 49 28 23 51 72 

VIII 82 11 7 18 78 

Estas curvas están normalizadas en el tiempo coincidiendo 

los puntos máximos de cada curva. 
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TIEMPO (s) 

Fig. IV. 8 	Cuatro ejemplos de patrones armónicos. Se puede observar una 
disminución de la intensidad de los picos subsecuentes en el tiempo. Esto 
sugiere un mecanismo de filtraje sobre la frecuencia de disparo neuronal. 
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IV. 2.2 Discusión del Experimento Anterior 

La idea central de esta parte es la descripción de un nuevo tipo 

de patrón de disparo neuronal en el NSQ basada en el análisis de la DIEE. 

Vale la pena mencionar que este patrón armónico fue observado con claridad y 

es reproducible. Los disparos fueron muy estables y la amplitud de las 

señales es más o menos seis veces mas grande que la de ruido. También las 

frecuencias de disparo están dentro de los intervalos reportados en la 

literatura. 

La proporción de las neuronas entonadas (regulares) reportada en 

este estudio es muy similar a la reportada por Groos y Hendricks (1979), 

pero difiere bastante con la reportada por Shibata et al (1984a). Esta 

diferencia podría ser debida a las diferentes formas de muestreo durante el 

registro (es decir, el intervalo de espera antes de mover el electrodo 

entre los dos experimentos). En nuestro caso, se dejó al electrodo en cada 

posición por lo menos cinco minutos. Así, era posible registrar neuronas que 

estaban silenciosas (sin mostrar potencial de acción) al momento de colocar 

el electrodo en una posición dada. 

Corno se puede ver en la tabla IV. 1, los porcentajes de cada tipo 

de células varían de acuerdo al criterio que se empleé para su 

clasificación. Cuando se usa la DIEE como el criterio de clasificación se 

observa una disminución de la proporción de las neuronas con disparos 
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regulares (entonados) y aparecen los armónicos (filtros). Esto se debe a que 

algunos patrones armónicos con pocos picos (dos o tres) tienen el patrón 

temporal de disparo muy parecido al de tipo regular. La DIEE ayuda a 

diferenciar entre ellos. También es importante señalar que la prueba de 

Scheffe no muestra diferencias significativas del promedio de las 

frecuencias de disparo entre los patrones irregulares y los patrones en 

ráfagas. Cuando se clasifican los patrones por la DIEE, la prueba de Scheffe 

muestra diferencias significativas entre los tipos de neuronas. Por lo 

tanto, desde punto de vista estadístico la clasificación de la DIEE es mejor 

para diferenciar las poblaciones neuronales en el NSQ que el análisis de los 

patrones temporales de disparo. 

Se encuentran variaciones sobre la proporción de los tipos 

neuronales durante el ciclo circadiano. En los intervalos V, VI y VII (ver 

la Tabla. IV. 2) hubo una disminución de la proporción de los patrones al 

azar y un aumento de los armónicos y los entonados. Variaciones análogas 

fueron reportadas previamente usando una clasificación basada en los 

patrones temporales de disparo (Shibata et at, 1984a). Estas variaciones 

circadianas podrían deberse a los cambios de la probabilidad de registrar 

cierto tipo de células y no necesariamente refleja las proporciones reales 

de estos elementos en la población neuronal. Esta observación es consistente 

con el comportamiento de la red neuronal que se propone en el modelo de la 

siguiente sección, porque estas variaciones podrían reflejar la regulación 

neuronal sobre el proceso de filtra je en la red involucrada en la selección 
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de la salida de una frecuencia dada. 

Hasta la fecha, no se sabe claramente la relación entre los tipos 

de patrones de disparo y las características morfológicas o funcionales de 

las neuronas. 

IV.2.3 Modelo Teórico 

El experimento descrito anteriormente proporciona una riqueza de 

resultados nuevos que sugieren que el funcionamiento del reloj circadiano 

puede correlacionarse con las propiedades bioeléctricas de las neuronas del 

NSQ. El punto central a discusión es ¿qué tan válida es la suposición de que 

para producir una variación funcional periódica en el tiempo se necesite un 

reloj absoluto?. Muchos autores han concentrado sus esfuerzos en localizar 

osciladores ideales en el NSQ, y a partir de ellos producir simulaciones 

numéricas que produzcan la variación circadiana (Enright, 1980; Pittendrigh, 

1974; Winfree, 1967). Estos osciladores pueden identificarse con las 

neuronas con disparos a intervalos regulares, aunque existe un trecho muy 

grande entre tener disparos regulares y un aparato regulador del sistema 

circadiano. Aun más, estas células parece que se encuentran por igual en 

todo el NSQ y no existe una correlación espacial para poder seguir las 

modificaciones esperadas teóricamente desde los disparos regulares a los 

canales efectores. Nuestros resultados agregan nuevos ingredientes al 

panorama general. El más importante de ellos es el descubrimiento de células 
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con respuesta armónica. Este tipo de respuesta es común a todos los 

fenómenos en los que interviene de alguna manera un proceso de interferencia  

de señales, lo cual inmediatamente sugiere una relación funcional entre 

disparos al azar, pasando por un proceso de interferencia y la obtención 

final de disparos regulares, que pueden ser utilizados por otros mecanismos 

del reloj para producir las oscilaciones circadianas, del cual no nos 

ocuparemos por lo pronto. 

El siguente modelo sugiere un posible mecanismo por el cual se 

obtienen osciladores ideales (disparos rítmicos entonados) a partir de una 

distribución al azar de señales. Se proponen las siguientes hipótesis: 

1) Existe un gran número de neuronas en el NSQ que disparan 

espontáneamente y al azar. Estas células actúan como fuente de estímulos 

para excitar a otras células. En otras palabras, estas células generan sus 

potenciales de acción sin necesidad de estímulos externos. En este aspecto 

se parecen a las células sinusales del corazón con automatismo, excepto que 

no tienen un ritmo temporal. A estas células las llamamos células fuente. 

Este hipótesis se basa en la alta proporción de las células registradas con 

disparos al azar. 

2) Existe otro grupo de neuronas que responden primariamente a 

señales externas provenientes de células interconectadas en una red. A estas 

células las llamamos células filtro. Los estímulos recibidos de una de estas 

células filtro podrían ser provenientes de una o varías células fuente, o de 
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una o varías células filtro, porque en la red podrían existir conexiones en 

serie o en paralelo con conexiones laterales. La salida de estas neuronas 

filtro tienen frecuencias diferentes que las de la entrada, debido a que los 

procesos sinápticos que comunican a una célula con otra en una red presentan 

tiempos de retraso. 

3) La transmisión interneuronal de señales se lleva a cabo a 

través de un medio caracterizado por su transmitancia y su absorbancia. 

Estas características podrían ser modificadas por la acción de agentes 

externos (e.g. agentes químicos, topológicos, etc.). Los términos de 

transmitancia y absorbancia tienen significados precisos en óptica (Klein & 

Furtak, 1986). En este contexto, la transmitancia y la absorbancia se 

relacionan al hecho de que una señal dada pierde alguna información al pasar 

por un medio intercelular y se podría relacionar con la frecuencia de 

disparo de una célula en un tiempo dado. 

Con base en estas suposiciones podemos imaginar una relación 

funcional entre los varios elementos definidos: si se tiene una fuente de 

disparos con una amplia distribución de intervalos entre espigas, se podría 

seleccionar a un intervalo dado entre subsecuentes disparos de una red 

neuronal apropiada. Las neuronas que participan en esta red tienen 

diferentes tiempos de retardo, dependiendo de las características de su 

membrana y de los neurotransmisores intercelulares que conectan estas 

neuronas. Finalmente, se podrían filtrar todos los intervalos excepto el 
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escogido. 

La primera suposición podría ser comprobada de la siguiente 

manera: 

a) Se sabe que si existe un gran número de eventos al azar, y que 

si la probabilidad p, característica para un evento dado, es pequeña, 

entonces la probabilidad Wn(h) de que este evento ocurra n veces en N 

pruebas está dada por la distribución de Poisson (Reif,1965): 

Wn(A) = —
nt

e 
	

(1) 

donde X=Np es el número promedio de eventos. Esta distribución se encuentra 

en muchos procesos al azar en la naturaleza (Sinaí, 1990). Aplicando esta 

ley al presente caso, podemos afirmar que si existen neuronas que disparan 

totalmente al azar, entonces la probabilidad de que una neurona dada dispare 

dos veces consecutivas en un intervalo exactamente igual al tiempo At es muy 

pequeña, y consecuentemente la distribución W2(A) está dada por la ecuación 

(1). En este caso X = At/to, donde to es un tiempo característico, o un 

parámetro dado por el experimento, y tiene el significado del tiempo más 

probable que transcurre entre dos disparos consecutivos de una célula 

fuente. 

En la Fig. IV.9a se presenta en línea continua la suma de todos 

los patrones de los tipos de las Figs. 1V.5 y IV.6 (disparos al azar) con el 

fín de tener una descripción estadíastica representativa. La escala vertical 

ha sido normalizada por el área bajo la curva y el eje horizontal es el 
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intervalo de tiempo h en unidades de to=75 mseg. Este tiempo característico 

fue dado por e] máximo de la curva (que debe ser 2to según la ecuación dos. 

Apéndice 1). En la misma Figura se muestra la curva teórica W2(X) como línea 

discontinua, para comparar con la curva experimental. Se puede observar que 

el ajuste es bastante bueno, excepto para los valores observados cerca del 

tiempo cero en la curva experimental. 

Es difícil contar los eventos separados por menos de 10 mseg en el 

modelo presente. Por lo tanto podemos suponer que la discrepancia alrededor 

de cero podría ser causada por eventos ocurridos durante el experimento 

(tales como respuestas a estímulos excitatorios simultáneos o disparos 

esporádicos de algunas células silenciosas, que no pudo discriminar el 

sistema detector), por lo que no se puede considerar a estos eventos dentro 

de 	este modelo. En otro traba jo (Thomson et ai., 1984), este tipo de 

espectro obtenido por una sola célula fue modelado por la distribución 

normal-logarítmica. Se sabe que la distribución normal-logarítmica puede 

ajustar muy bien cualquier curva asimétrica arbitrariamente. El uso de esta 

distribución es totalmente operacional. Es preferible derivar la forma de la 

distribución a partir de suposiciones simples con sentido físico, como en el 

modelo que se presenta aqui. 

b) En los experimentos en donde se bloquea la transmisión 

sináptica del NSQ por medio de quitar el calcio (ion esencial para la 

transmisión sináptica del NSQ), desaparecen los disparos regulares pero las 
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Fig. IV. 9 	a) Comparación de la distribución de intervalos teórica W2(X) 
(linea discontinua) y la curva experimental (linea continua) que es la suma 
de DIEE de todos los patrones irregulares y en ráfagas (como de las Fig. IV. 
5 y IV, 6). b) Simulación numérica de DIEE después de uno, dos, tres 
procesos de filtraje. c) Comparación entre los resultados teóricos después 
de peocesos de filtraje y un patrón experimental de tipo de la Fig. IV. 8. 
Los datos fueron multiplicados por una constante arbitraria para ajustar la 
intensidad. 
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células que dispara al azar persisten (Thomson, 1984; Shibata et al, 1984c). 

Esto implica que las neuronas con una DIEE amplia no necesitan de estímulos 

provenientes de otras neuronas para disparar. Por lo tanto pueden desempeñar 

el papel de fuente. 

La segunda etapa en el modelo propone que la razón funcional de la 

existencia de una fuente de disparos al azar es con el ob jeto de seleccionar 

intervalos específicos, porque se necesitan señales rítmicas como 

componentes para formar un oscilador. (Winfree, 1967; Enright, 1980). Para 

seleccionar ritmos se tienen que tomar en cuenta las suposiciones 2 y 3 de 

la siguiente manera. Es razonable suponer que todas las neuronas del NSQ 

participan en una red, por lo tanto, se espera que haya interferencias entre 

las señales que llegan a una neurona dada, dependiendo de las vías 

permitidas en la red. Es claro que estas vías dependerán no solamente del 

arreglo sino que también de las características del medio interneuronal a 

través del cual via jan las señales. Así se puede explicar la existencia de 

los patrones armónicos y entonados. 

Para explicar con más detalle, consideremos el arreglo más simple, 

que es un sandwich en una dimensión con dos medios N-M-N. Cada uno se 

caracteriza por una transmitancia T y una absorbancia A. Estas 

características están 	conectadas por la relación T+R=1-A, donde R es la 

reflectividad del medio M, dada por las paredes que separan los dos medios. 

Entonces, la señal transmitida de un lado del sandwich al otro lado está 
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dada por la formula de Airy (Klein & Furtak, 1986) 
W 	Tmax 

1m. 

Wo 1 + Fsinz(8/2) 
• 

donde la máxima transmitancia es Tmax=T2/(1-R)2=[1-A/(1-R)12, y el factor de 

contraste es F=4R/(1-R)2. Nótese que si la reflectividad y la absorbancia 

son cero, la salida W es la misma que la entrada Wo. 

En todos los problemas relacionados con interferencias el término 

más importante es la fase 8. Es este caso la fase se podría relacionar con 

el tiempo de retardo entre diferentes vías. Entonces la fase es: 

= 2n(X-g)/(s+As) 	 (3) 

donde la variable medible es X, y g y s son tiempos en unidades de to. El 

parámetro s dá el período de la función seno, por lo que debería ser de 

orden del tiempo característico. Este término se puede cambiar por un As, al 

modificar el medio químico o su índice refractivo. El término g toma en 

cuenta los cambios de fase o tiempos de retardo dados por las paredes 

(membranas celulares en este caso). 

En una red neuronal existen en general conexiones en serie o en 

paralelo, cada una de las cuales puede verse como el sandwich simplificado 

anteriormente, entonces tendremos que estudiar el resultado general en una 

red. Empezemos considerando una serie de sandwiches N-Mi-N-W-4 . .-N-Mn-N, 

que corresponde al problema de transporte en una dimensión a través de n 

barreras finitas (Kouwenhoven et aL, 1990). El problema de varios canales de 

transporte en paralelo es también aplicable, pero por razones de simplicidad 

(2) 
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sólo consideramos un arreglo en serie. Entonces, obtenemos la formula: 

Tin-1)  
Tn 	 + F(n-i)sin2(8(n-0/2)1-1 	(4) 

(1-R(n-i))2  

La salida final W (calculada con la ecuación (2) sustituyendo Tn 

por Trnax) puede ser muy complicada si los parámetros de la ecuación (2) 

varían en cada paso, lo cual le da más riqueza de posibles resultados de una 

misma red neuronal. SI además estos parámetros pueden variar en el tiempo, 

la red puede considerarse como no fija, incrementando aún más la 

versatilidad del mecanismo. Pero aún considerando que los parámetros son 

constantes (es decir, medios idénticos) el efecto de filtraje ya está 

presente. En la Fig. IV. 9b se muestran las curvas de salida subsecuentes 

después del primer, segundo, y tercer filtro. Los parámetros usados fueron 

T=0.2, A=0.2, 5=2.0, As=0.2, y g=0.0I, y la señal de entrada fue la ecuación 

W2(X), multiplicada por un factor arbitrario de 700 para dar una escala 

comparable
5. Estos parámetros ajustan algunos datos reales bastante bien. En 

la Fig. IV. 9c se muestra un ejemplo de la comparación de una curva 

experimental y la curva de simulación computacional (la curva de la salida 

del tercer filtro). Los diferentes patrones de la Fig. IV. 7 se pueden 

obtener con diferentes números de filtros y el patrón de la Fig. IV. 4 se 

puede obtener con cinco filtros. Fi ltrajes similares o selección de 

frecuencias se pueden obtener por vías en paralelo, pero la salida final 

5La integral de la ecuación (I) es I, y la suma de todos los disparos 
irregulares fué 700. 
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depende de la configuración particular de varios elementos. El cálculo de 

este caso no va a dar mayor información, lo importante es que la entonación 

a la frecuencia de disparo deseado no depende de los detalles específicos de 

la red. (Zhang et al, 1991; Zhang et al, 1992a). 

La Fig. IV. 10 es un diagrama que muestra una de las posibles 

soluciones topológicas al modelo descrito anteriormente. (Zhang et al, 

I992c). 

IV.. 2. 4 Discusión de la Relación entre el Modelo y el Experimento No.2 

El modelo fenomenológico propuesto aquí toma en cuenta la 

aparición de los diferentes patrones de disparos registrados en el NSQ in 

vitro y sugiere una relación funcional entre estos patrones. La consecuencia 

de esta asociación funcional es poner el disparo en una frecuencia fija, 

Esta seleción de una respuesta a partir de un proceso originalmente al azar 

es un mecanismo eficiente, flexible y versatil y existen mecanismos análogos 

en la Naturaleza tal como la mutación genética para la adaptación evolutiva. 

Es importante enfatizar que el modelo no se relaciona con la 

pregunta sobre la generación de la ritmicidad circadiana. Sin embargo, este 

modelo proporciona nuevas ideas para estudiar los mecanismos de la 

regulación circadiana y sirve como apoyo de otros modelos estadísticos y 

simulaciones (Enright, 1980; Kawato & Susuki, 1980; Winfree, 1967). Modelos 
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Fig. IV. 10 Presentación esquemática de los procesos de filtraje 
idealizados propuestos por el modelo. Las neuronas fuente (S) alimentan a 
las neuronas filtro (Fi) que están interconectadas y después de n pasos de 
filtraje se obtiene una frecuencia perfectamente entonada (0). La DIEE 
representativa de cada célula fue dibujada arriba y el recuadro representa 
una figura idealizada de la sinápsis que es modelado como un filtro óptico 
in la forma de un Sandwtch de un medio M situado entre dos medios N. 
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previos han sugerido que se podría obtener un ciclo circadiano con alta 

precisión, temporal por un arreglo de interacciones de osciladores de 

frecuencias fijas (Kawato & Susuki, 1980; Pittendrigh & Daan, 1976; Winfree, 

1976) ó sin necesidad de tener componentes precisos (Enright, 1967; Enright, 

1980), simplemente como las oscilaciones usuales causadas por el 

comportamiento no lineal de sistemas fuera de equilibrio. Sin embargo, 

ninguno de estos modelos se ha podido relacionar con datos fisiológicos para 

formar un oscilador biológico. 

Hay varios hechos experimentales que apoyan a este modelo de redes 

neuronales. En primer lugar, registros eléctricos en el NSQ in vitro en un 

medio sin iones de calcio muestran la desaparición de los patrones de 

disparo regulares mientras los patrones de disparo irregulares persisten 

(Shibata et al, 1984a; Thomson et al, 1984). Se sabe que el ión calcio es 

esencial para la transmisión sináptica en el NSQ (Shibata et al, 1984c), si 

se quita el calcio en el medio extracelular se bloquea la transmisión 

sináptica. Estos resultados experimentales demuestran que la aparición de 

los patrones regulares (entonados, como los llamamos) dependen de la 

transmisión sináptica, L. e. depende de la estimulación proveniente de otras 

células, mientras que las células que disparan al azar no. En otras 

palabras, disparan espontáneamente. En segundo lugar, se ha reportado la 

existencia de cadenas de neuronas y abuntantes circuitos locales dentro del 

NSQ (Van den Pol, 1980). Esta observación es consistente con la suposición 

de 	que existen redes neuronales para el filtra je. Mas aún, estudios 
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inmunohistoquímicos reportan un número muy elevado de sustancias 

neuroactivas y conexiones dentro del NSQ (Card y Moore, 1984). La abundancia 

extraordinaria de células gliales en el NSQ podría relacionarse con la 

importante función de regular la composición jónica del medio extracelular y 

por lo tanto poder cambiar los parámetros del filtraje. Esto es sumamente 

importante para la obtención de un reloj flexible y adaptable. Por último, 

el valor de g calculado por la simulación numérica que dá la frecuencia de 

las señales filtradas es de 0.01to (0.75 mseg.) (Ver Apéndice 1). Este valor 

coincide con los tiempos que tardan las señales para cruzar la sinápsis 

medidos experimentalmente (0.5 - 1.0 mseg, Martin, 1977; 0.3 - 5 mseg, Kndel 

et al). 

Como trabajo a futuro, nos proponemos estudiar las relaciones 

entre los patrones de disparo de las neuronas y sus características 

topológicas, morfológicas y neuroquímicas para un mejor endendimiento de la 

fisiología del NSQ. También es importante investigar los efectos de cambios 

de la composición química del medio extracelular, en particular, las 

concentraciones de iones que afectan los procesos sinápticos y comparar con 

las predicciones que genera el modelo. 

Los experimentos de administrar Trx en el NSQ hechos por Schwartz 

et al (1987) demostraron que los potenciales de acción son esenciales para 

la expresión de los ritmos circadianos conductuales. (Ver la sección 1. 4). 

Pero, cómo participa la actividad eléctrica del NSQ en la generación del 
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reloj? El hecho de que después de suspender la infusión de TTX, se regrese 

al ritmo circadiano medido y la fase del ciclo circadiano continúa con la 

Misma pendiente del corrimiento espontáneo observado antes de la perfusión, 

hace que uno sospeche de la participación de la actividad eléctrica en el 

mecanismo del reloj. Aquí quisiera especular sobre una alternativa que es 

teóricamente posible. 

Supongamos que existe un mecanismo general que mide el tiempo 

absoluto dentro del organismo. Este mecanismo es una función monótona (no 

oscilatoria) del tiempo. Por ejemplo, vemos un sujeto y estimamos su edad 

sin saber nada de su pasado. La estimación no depende de si la hacemos en el 

mediodía o en la medianoche. Hoy uno es más viejo que ayer y mañana será 

más, inequívocamente. Esta observación parece muy trivial pero revela que 

dentro de cada organismo hay un mecanismo que memoriza irreversiblemente el 

tiempo. Este mecanismo, que mide el tiempo, tendría poder sobre un mecanismo 

traductor, que es el reloj biológico que mide el tiempo relativo. La 

actividad eléctrica podría desempeñar la función de este traductor. Las 

redes neuronales del NSQ tienen salidas de muchos osciladores infradianos 

(los patrones de disparos entonados) de orden de magnitud de varios Hz. 

Estos osciladores se acoplarían para producir las oscilaciones circadianas 

de una manera análoga de la producción de la frecuencia modulada. Estas 

oscilaciones podrían ocurrir con períodos diferentes pero alrededor de 24 

horas. El mecanismo que mide el tiempo absoluto pondría la fase de estas 

oscilaciones tomando en cuenta tanto tiempo absoluto como la información 
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fótica que obtiene del medio externo. Esta especulación podría ser simulada 

teóricamente. 

IV.2.5 Comentarlos sobre las características y las limitaciones del 

Modelo Teórico. 

El modelo teórico surge de la necesidad de explicar los diferentes 

patrones de disparo de las células de NSQ, sin embargo, puede enmarcarse 

dentro de una filosofía mas general: La Naturaleza 'necesita un reloj que sea 

durable (por lo menos toda la vida del animal), regulable (adaptable a los 

cambios externos imprevistos), regenerable ( que se pueda reparar) y 

preciso. Es posible diseñar tal aparato con muy pocas componentes (de hecho 

sólo dos), pero esto no sería deseable, ya que la falla de una de ellas 

bastaría para arruinar al reloj en forma definitiva, por lo tanto debemos 

pensar que el mecanismo cuenta con muchas partes, individualmente no 

imprescindibles. 

Por lo tanto, debemos esperar que el órgano responsable de generar 

la oscilación circádica conste de partes esencialmente redundantes. Una 

evidencia de esto es la persistencia de los ritmos en lesiones extensas, 

pero parciales del NSQ. Aún mas, dentro de la misma filosofía, podemos 

esperar que esta multitud de partes no esté compuesta de osciladores muy 

precisos, ya que es mucho menos costoso crear un comportamiento colectivo 

preciso a partir de elementos no precisas. 
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Las características morfológicas de las células del NSQ, tales 

como el tamaño pequeño de las neuronas y la alta densidad de ellas sugieren 

una alta eficiencia computacional, es decir, una gran variedad de elementos 

en un espacio disponible con un gran número de conexiones interneuronales, 

con la característica que, otra vez, una conexión en particular no ,lue,ea, un 

3 

	

	 papel imprescindible en el funcionamiento global del reloj, que  debe ser 

multifuncional. 

Entonces, un modelo que se apegue a estos requerimientos no debe 

depender ni del número y calidad de las componentes, ni de una configuración 

o circuito de neuronas en particular. Nuestro modelo tiene esas 

características, ya que las células generadoras de las señales son muy 

numerosas, distribuidas al azar, y no se supone una red específica de 

neuronas filtro para dar el resultado deseado, ni siquiera se debe suponer 

que las vías de conexión interneuronales son fijas en el espacio o en el 

tiempo. Los cálculos se llevaron a cabo en un circuito en serie únicamente 

por simplicidad y para ilustrar que la respuesta experimental puede 

obtenerse, pero otros circuitos más complicados no pueden ser descartados y 

tendrían el mismo tipo de comportamientos. Simulaciones numéricas mas 

complicadas podrían llevarse a cabo, pero a falta de un soporte experimental 

que sugiera el tipo de interacciones entre neuronas, este esfuerzo no sería 

válido ni útil. 
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Otra característica que tiene el modelo es que, a fin de cuentas, 

no depende de la aparición de los potenciales de acción para su 

funcionamiento. Esto es porque la esencia del modelo es proponer la 

existencia de procesos de filtraje en una red neuronal en el NSQ. Este 

proceso de filtraje sólo depende de la existencia de dos medios con 

diferentes transmitancias y absorbancias y retrasos de tiempo que ocurren en 

las fronteras que se separan de estos dos medios. El hecho clave es que el 

tiempo de retraso que necesita el modelo para explicar las medidas es de 

0.75 mseg, que es parecido a los tiempos de retraso en la sinápsis química. 

Entonces el modelo sugiere una participación sináptica en la comunicación de 

señales, que tiene que ver con el medio químico, mas que con el valor de los 

potenciales eléctricos. De esta forma podemos considerar que, aunque en los 

experimentos se mide la actividad eléctrica de las neuronas, dicha actividad 

no es imprescindible para el funcionamiento del reloj (ni del modelo), sino 

que es necesaria como un eslabón para transmitir la oscilación generada a 

los erectores. Esto estaría de acuerdo con los experimentos de aplicación de 

TTX: el bloqueo de los canales de sodio elimina los potenciales de acción 

(que se suponen necesarios para la manifestación de ritmos), pero no los 

procesos de la transmisión sináptica química, con los cuales el reloj 

funciona, por lo que la TTX hace que desaparezca el ritmo, pero no destruye 

al reloj, que vuelve a manifestarse en fase cuando se normalizan los canales 

de sodio. 

Otro hecho interesante es la gran abundancia de glía en el NSQ. Se 
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sabe que en general las células gliales regulan la química del medio 

extracelular, por lo tanto esto sugiere que el mecanismo del reloj necesita 

de una regulación precisa de la composición química de este medio. Esto está 

de acuerdo con la conclusión del modelo de que la transmitancia y la 

absorbancia del medio deben cambiar, si se requiere modificar la frecuencia 

de los disparos. El mecanismo que sugiere el modelo es compatible con la 

conclusión que hizo Moore recientemente (1992): "El NSQ parece que está 

compuesto de osciladores neurales individuales y probablemente neuronas no 

osciladores. Estos elementos se acoplan para formar una red que expresa la 

señal circadiana," 

Las limitaciones del modelo son múltiples, por ejemplo, no es 

capaz de dar una respuesta a la pregunta de ¿cómo se genera la oscilación 

circadiana?. Aunque uno puede imaginarse la creación de un ritmo circadiano 

a partir de osciladores ideales, el modelo no explica la forma en que esto 

puede llevarse a cabo. Puede concluirse que el modelo no explica,  los ritmos 

circadianos, sino que sólo pretende explicar de una forma lógica y coherente 

la aparición de células entonadas a partir de procesos al azar. 

Otra desventaja es que, a pesar del poder predictivo del modelo, 

no es fácil extenderlo a explicar características fisiológicas reales del 

NSQ. Por ejemplo, una predicción del modelo es que si se cambia el medio 

químico se puede variar la frecuencia de entonación de las neuronas, pero 

desafortunadamente, sin un conocimiento experimental sobre la acción de 

69 



£Lmei Zhang, Seht4 de Doctartado en Cienciza 9ickiató9i-caa,  1992,  

ciertas substancias en los procesos sinápticos, es muy difícil convencerse 

de la validez de las predicciones. Mas experimentos son necesarios para 

corroborar la validez de las hipótesis en las que el modelo se basa. 
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V DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES 

Las investigaciones sobre los ritmos circadianos tradicionalmente 

han presentado principalmente dos frentes: 1) análisis de las propiedades 

formales de la sincronización y de los ritmos circadianos en corrimiento 

espontáneo y 2) análisis de los mecanismos fisiológicos y componentes 

anatómicos participantes en la generación y trasmisión de estos ritmos. En 

el segundo punto se ubica este trabajo. 

Quizás el concepto heurístico más influencia! que guía la 

investigación en este campo es la hipotesis general de que la porción 

cronométrica del sistema circadiano de organismos complejos consiste en 

osciladores múltiples. Estos osciladores se acoplan tanto jerárquicamente 

como no jerárquicamente (mutuamente) (Moore-Ede et al, 1982; Pittendrigh, 

1974; Pittendrigh & Daan; 1976). Vista de esta manera, la organización 

circadiana en conjunto podría ser la producción de la interacción de *varios 

subsistemas oscilatorios que normalmente están acoplados, pero que pueden 

desacoplarse experimentalmente. Cada subsistema oscilatorio podría estar 

formado por múltiples osciladores no circadianos, y, el resultado de su 

acoplamiento produciría una oscilación circadiana. El subsistema oscilatorio 

que está en la cima de la jerarquía lleva la función del marcapaso y los 

subsistemas mas bajos jerárquicamente proporcionarían información de tiempo 

a los sistemas efectores que expresan las funciones rítmicas. 
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El experimento de la primera parte se ubica en el estudio de los 

subsistemas oscilatorios. A partir de las comparaciones de las curvas de 

distribución temporal de la actividad eléctrica extracelular unitaria de los 

NSQs contralaterales in vitro podemos concluir lo siguiente: 

El presente experimento apoya las conclusiones de experimentos de 

lesión unilateral del NQS (Picard y Turek, 1982), en el sentido de que los 

NSQs contralaterales podrían funcionar como dos unidades oscilatorias 

independientes y acopladas en condiciones de sincronización. 

En la segunda parte de esta tesis se caracterizaron detalladamente 

los tres tipos de patrones de disparo de las neuronas del NSQ in vitro ya 

reportados previamente en la literatura. Aquí se reporta por primera vez un 

nuevo tipo de patrón de disparo (armónico) encontrado por el análisis de 

distribución de intervalos entre espigas. Propusimos un modelo neuronal para 

explicar la existencia de estos patrones de disparo dándole funciones 

fisiológicas para generar osciladores infradianos. Estos osciladores podrían 

servir, eventualmente, para la generación de osciladores circadianos. 

La ventaja principal de nuestro modelo sobre los demás modelos 

matemáticos existentes es que a partir de suposiciones muy simples, se 

puede explicar la presencia de las diferentes unidades de la actividad 

eléctrica, encontradas experimentalmente. Las ecuaciones y los parámetros 

que usamos en las simulaciones tienen sentidos fisíco y fisiológico. Este es 

un enfoque anatomofisiológico mientras los demás modelo carecen de la base 
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anatomofuncional. 

Un modelo teórico tiene dos propósitos generales: simular procesos 

bajo condiciones que ya se han estudiados experimentalmente para saber si el 

modelo representa adecuadamente el mayor número posible de hechos conocidos, 

y simular los procesos bajo condiciones aún inexploradas experimentalmente 

para establecer predicciones (hipótesis) por comprobarse experimentalmente. 

(Zhang, 1988). 

En este sentido, podemos concluir que: 

1.- Existen tres tipos de patrones de disparos cualitativamente 

diferentes en el NSQ in vitro. La existencia de estos tipos tiene un sentido 

fisiológico. 

2.- Proponemos un modelo para explicar la relación funcional de estos 

tipos de patrones de disparo celulares. Este modelo representa adecuadamente 

los componentes neuronales y sus resultados pueden predecir las 

características de los datos experimentales. 

3.- La consecuencia de esta asociación funcional, según el modelo, es 

poner a los disparos de algunas neuronas en una frecuencia fija. Una neurona 

con una frecuencia de disparo rítmico es un oscilador infradiano que podría 

participar la formación de oscilador circadiano de alta precisión temporal a 

partir de arreglos de osciladores acoplados. 
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4.- 	Este modelo neuronal propone un mecanismo suficientemente 

flexible, ya que por las conexiones no fijas en serie y en paralelo de la 

red, fallos de algunos eslabones intermediarios no afectarían la salida 

final. Y también es un mecanismo termodinámico eficiente por que se obtiene 

señales rítmicas a partir de señales al azar que cuestan menos, 

energéticamente. 

Como parte final de esta tesis, quisiera enfatizar la importancia 

del entendimiento sobre los ritmos circadianos para la salud humana. Como el 

estudio sobre los ritmos circadianos todavía es una rama de Investigación 

muy joven, se sabe muy poco sobre la importancia del buen funcionamiento de 

los ritmos circadianos sobre la salud y el bienestar del organismo humano. 

Algunos estudios en humanos han sugerido que el desorden del sistema 

circadiano podría estar involucrado por lo menos, en la formación de algunas 

enfermedades mentales. Por ejemplo, los síntomas clásicos de la depresión 

implican desordenes rítmicos: la variación diurna de humor, el insomnio 

terminal, anomalías del patrón de la secreción de algunas hormonas y la 

recurrencia periódica de episodios maniaco-depresivos (Wirz-Justice, 1992). 

Desde este punto de vista se puede concluir que el sistema fisiológico del 

cuerpo está bajo la influencia de señales circadianas. Por lo tanto, la 

profundización del entendimiento de la neurobiología del sistema circadiano 

es sumamente importante sobre el diagnóstico, tratamiento y entendimiento de 

numerosos desordenes mentales y físicos del ser humano. 
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VII. APENDICE 

IDENTIFICACIÓN DE to 

En la Fig. IV19, se observa un máximo de W2(X). Este máximo se 

encuentra localizado en un valor h(max) dado por la condición 

a W2(x) 
a x 

= 0 
Amax 

 

derivando la ecuación (1), se obtiene 

a W 	n Xn-1  -X- 
e 	

X' 	-X 
a X 	n! 	n! e  

que se anula para n = X. 0 sea que el máximo en la gráfica se encuentra en 

= 2 = 
At 
to 

por lo tanto el intervalo más frecuente es 

At = 2to 

en el experimento At = 150 mseg, lo cual da el valor de to usado en modelo 

teórico. 
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