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RESUMEN.

Esta tesis reporta el desarrollo y resultados de dos experimentos separados de
registros electrofisiologicos extracelulares unitarios en rebanadas in vitro del nucleo
supraquiasmadtico (NSQ) del cerebro de la rata. El primer experimento consiste en un
muestreo estadistico de registros obtenidos de dos grupos de animales: uno mantenido an

- un ciclo de luz-oscuridad (LO) y el otro mantenido en obscuridad continua (0O). El

estudio fue hecho separando los registros de los NSQ's contralaterales (derecho e
izquierdo). Se observd una variacién circadiana de la actividad eléctrica de las neuronas
registradas, y hubo una diferencia significativa, tanto en forma como en fase, de las
curvas de distribucion temporal. de frecuencias entre ambos lados. Estos resultados
apoyan a resultados anteriores que sugieren que los dos NSQ podrian actuar como dos

unidades oscilatorias independientes,

El segundo experimento trata de una nueva clasificacion de los diferentes tipos de
disparo en las neuronas del NSQ, basada en el andlisis de los diferentes patrones

~observados en la distribucion de intervalos entre espigas. En este analisis se encontrd un

nuevo tipo de patron que presenta disparos a frecuencias que son multiplos de una
frecuencia fundamental, por lo tanto se bautizé como "tipo arménico”. 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 rafagas. Estos resultados sugieren
que existe un tipo de relacion funcional entre los diversos patrones, que tiene por objeto
la obtencion de neuronas entonadas que son osciladores infradianos, que eventualmente

- podrian participar en los mecanismos para crear el reloj. Consecuentemente, un modelo
fue disefiado, 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 descripcién
simple de la interferencia de sefiales que provienen de células que disparan al azar y que
através de una red neuronal arbitraria, dichas seiiales se filtran, resultando en el paso de
una sola frecuencia de disparo.

La relacidn 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 tomé
especial cuidado en relacionar las predicciones del modelo con sus posibles
consecuencias bioldgicas. 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

I.1 Los Ritmos Circadlanos, Generalidad

Un patron recurrente dentro de cierto margen de regularidad se
define como ritmo. El ritmo es esencial para la musica, la poesia, y muchas
otras cosas con las que tenemos contacto en nuestra vida cotidiana. Aqui,
nos concentramos en los ritmos biolégicos. La fluctuacién temporal de un
fenomeno dentro de un sistema bioldgico con intervalos més o menos iguales
se considera como un ritmo biolégico. La ritmicidad es una propiedad
fundamental de la materia viva, desde los organismos unicelulares hasta los
animales complejos. Innumerables estructuras y funciones exhiben cambios

periodicos de sus formas e intensidades.

Dentro de los muchos ritmos biologicos que existen en los
organismos, los mas prominentes son los circadianos. Estos ritmos estén
estrechamente relacionados con la rotaciéon de la Tierra alrededor de su eje,

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

- circadianos expresan una organizacién temporal de procesos fisiolégicos y

conductuales para una O6ptima adaptacién al medio ambiente., Esto es porque
los ritmos circadianos ayudan a sincronizar el organismo con las
fluctuaciones perfodicas en el medio externo, y facilitan la integracién 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
Espontidneo. No todos los ciclos biolégicos de 24 horas son circadianos.
Algunos periodos se deben a las fluctuaciones ambientales regulares de
temperatura, humedad, luz. Estos ciclos desaparecen cuando los cambijos
ambientales se vuelven constantes, En cambio, los definidos como ritmos
circadianos persisten bajo condiciones éonstantes con un perfodo cercano,
pero no exactamente de 24 horas. Este fenémeno se llama corrimiento
espontanteo (free running). Este fendémeno demuestra la naturaleza enddgena

de los ritmos circadianos.

A pesar de la naturaleza endégena de los ritmos circadianos, los
marcapasos endogenos se ajustan constantemente por el ciclo de luz -
obscuridad. Este proceso se llama sincronizacién. Las vias visuales son las
principales  responsables del proceso de la  sincronizacién. Una
caracteristica importante de este procesoc es que un ritmo circadiano en
corrimiento espontidneo puede alargar o acortar su periodo en uno o varios
ciclos, dependiendo de la f‘asel en donde se presentan los pulsos de luz. Un

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

lF_ase: Estado instantdneo de una funcién periédica con respecto a un punto
fijo de la misma funcién.
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la fase de ritmo circadiano: sin cambio, retraso y avance. La magnitud y la
direccién del cambio de fase depende de la fa;lse del ritmo en la cual se
aplica el estimulo luminoso. Esta relacién se grafica en la curva de
respuesta de fase como la ilustrada en la Figura I.I. En hamsters, éi
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 dia subjetivo (de 0:00
a 12:00 TC). La curva de respuesta de fase tiene tres caracterfsticas
generales: 1) La zona muerta, cuando no ocurren cambijos de fase después de
que se aplican los pulsos luminosos durante del dia 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 tardia. El retraso de fase causa un alargamiento del periocdo
y el avance de fase causa un acortamiento del perfodo. Aunque la curva de
respuesta de fase se obtiene por medio de las mediciones de la funcién
rftmica expresada, ésta refleja las propiedades temporales de Ilos
osciladores circadianos responsables de esta funcién. (Pittendrigh & Daan,

1976).

El sistema circadiano consiste de los siguientes componentes
importantes (Takahashi y Zatz, 1982): 1) via de entrada para la
sincronizacién; 2) marcapaso circadiano para generar la oscilacién; 3) via
de salida para trasmitir la informacién a los efectores en los que expresan

los ritmos que medimos. (Fig. 1.2).(Moore, 1992)
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Fig. 1. 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 hamster. 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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o Marcapaso Sistema

Entrada Fotoreceptores Circadiano Regulado Salida

Luz -———-->—D —— @ - »—Actividad —-———-)—/\/

Vias de Vias de ritmos
sincronizaclién salida Expresados

Fig., 1. 2 Diagrama que muestra los componentes del sistema circadiano.
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1.2 Perspectivas Histéricas

(Desde cuando 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 ho ,jés de plantas
y los pétalos de flores. Andréstenes r‘éporté que el arbol de tamarindo
(Tamarindus inducus), muy conocido en ese entonces por sus frutas laxantes,
abria sus hojas durante el dfa y las cerraba durante la noche (Bretzl,
1903). Sin embargo, en estos escritos antiguos sélo se consideraban a estos
ritmos como respuestas pasivas al ciclo solar. La afirmacién de Ila
ritmicidad circadiana como una propiedad del organismo vivo se debe
principalmente a los fisiélogos de los siglos XVIII y XIX. Sus estudios
permitieron concluir que, por lo menos algunos ritmos biolégicos de 24 horas
no sélamente se debian al ciclo ambiental sino que también tenfan un origen
endogeno. En 1729, Jean Jacques d’ Ortous de Mairan, un astrénomo francés,
publicé en una comunicacién corta de L’Academie Royale des Sciences de Paris
(Fig. 1.3) su estudio de los movimientos de las hojas y pediculos de una
pfanta heliotréopica (probablemente Mimosa pudica). Esta planta abria sus
hojas y pediculos durante el dia y los doblaba durante la noche. Cuando de
Mairan movio esta planta a un sitio donde no podfa llegar la luz solar, la
planta seguia abriendo y cerrando sus hojas y pediculos durante el dia y

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

publicado que demostré la persistencia del ritmo circadiano en ausencia de

et T
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Fig. .3 La comunicacién original de Jean Jacques d'Ortous de Mairan, donde
documenté la persistencia de ritmos circadianos en los movimientos de hojas
de la planta en condiciones constantes. Esta comunicacién fue reportada en

L’Academie Royale Sciences en Paris en 1729. (Tomada de Moore-Ede et
al,1982).
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Fig. 1.4 Representacién del experimento original de de Mairan. Superior
izquierda: las hojas se. abrian durante el dfa con luz solar; superior

derecha: las hojas se cerraban durante la noche. De Mairan demostré, con el

siguiente experimento, que la luz solar no es indispensable para estos
movimientos de las hojas. Puso la planta en obscuridad total y observé que
la planta seguia abriendo sus hojas durante el dia (inferior izq.) vy

cerrédndolas durante la noche (inferior der.). (Tomada de Moore-Ede et
al,1982).
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sefiales del tiempo externo. En 1832, Augusto de Candolle repitié el
experimento de de Mairan sobre la Mimosa pudica en obscuridad continua. Se
di6 cuenta de que las hojas se abren una o dos horas antes cada dia. Por lo
tanto, concluyé que el movimjento diario de las hojas tiene un periodo de 22
a 23 horas, Esta fue la primera demostracién de que el reloj circadiano
podria acortar su perfodo con respecto al ciclo de 24 horas cuando las
sefiales sincronizantes no estdn presentes. Este fenémeno se denominé
corrimiento espontdneo (free running) (Para una revisién, ver Moore-Ede et
al, 1982). Richter es uno de los primeros que observé la persistencia de los
ritmos circadianos conductuales en ratas bajo obscuridad continua (Richter‘..
1922). Johnson es otro de los primeros que reconoci6 el origen endbégeno de
los ritmos circadianos (Johnson, 1926, 1939). El no solamente mostré que los
ratones (Peromyscus leucocus) mantenian una actividad rftmica en obscuridad

continua, sino también observé que el perfodo de estos ciclos se desviaba un

- poco de 24 horas. Concluyé entoncesque la actividad ritmica no dependia

directamente de la fluctuacién diaria de las condiciones ambientales y era
una expresiéon de un ritmo fisiolégico interno. En 1939, Johnson sugirié que
"el animal tiene un reloj (fisiolégico que es excepcionalmente durable,

auto-regulable y auto- regenerable cuyos mecanismos necesitan ser

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

¢(Donde estd este reloj y como 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.
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El concepto que formulé Johnson sobre un reloj éndégeno se mantuvo
hipotético durante més de tres décadas. En 1972, dos grupos de investigacién
identificaron independientemente una estructura en el hipotalamo anterior
del cerebro de la rata que parece ser esencial para mantener los diversos
ritmos circadianos {(Moore & Eichler, 1972; Stephan y Zucker, 1972). La
localizacién de este reloj fue guiada por la suposicién de encontrar
conexiones neurales entre el reloj y las vias dpticas, ya que este reloj es
susceptible a la Juz. Siguiendo este razonamiento se empezaron a lesionar
selectivamente estructuras conectadas a las vias Opticas, hasta encontrar el
nicleo supraquiasmdtico (NSQ). Las lesiones de dicho nucleo en rata
eliminaban los ritmos circadianos (tales como los ritmos de suefio y vigilia,
de ingesta de agua, de la actividad locomotora, y de la secreciéon de la

melatonina por la glandula pineal).

Desde ese entonces surgieron tres importantes cuestionamientos
para los neurocientificos interesados en los ritmos circadianos: 1);cémo se
sincronizan los ritmos circadianos por el ciclo externo de luz obscuridad?
2)¢como genera el NSQ los ritmos circadianos? 3)¢como es que el NSQ controla

la gran variedad de los ritmos circadianos?

1.3 El Marcapaso Circadiano en Mamiferos, El Nicleo Supraquiasmatico

1.3.1 Organizacién anatémica y funcional del Nicleo Supraquiasmatico

Los nlcleos supraquiasmdticos son un par de grupos neuronales

10

-y



ey

;;;;;

£imel Zhang, Jeala de Dacltanada en Blenclaa Fislalégicaa, 1992

bilaterales con alta densidad celular que se localizan en el hipotdlamo
ventral anterior, en la base del tercer ventriculo, y justamente arriba del
quiasma O6ptico. La forma del NSQ difiere mucho entre diferentes especies,
pero aquf nos concentramos en el de la rata (Fig. 1.5). En cada NSQ de la
rata hay aproximadamente 104 neuronas (Glildner, 1976, Van Den Pol, 1980). En
la parte medial del NSQ las células estdan mas densamente empaquetadas que
las de la parte dorsolateral y anterior. Esto hace dificil definir con
precisién la frontera entre el NSQ y el tejido hipotaldmico subyacente
(Glldner, 1976, Van Den Pol, 1980). El volumen total del NSQ es de
aproximadamente 0.1 mm° (estimado por Gilldner, 1976) o de 0.32 mm"° (estimado
por Van Den Pol, 1980). (Estas diferencias pueden deberse a los diferentes

criterios para definir la frontera).

Las neuronas del VNSQ son extremadamente pequefias (Glildner, 1976,
Van Den Pol, 1980). El diametro promedio de las neuronas dorsomediales es de
7.8 um y de las laterales es de 9.6 um. Estas neuronas se separan por
axones, por dendritas, o por células gliales en razén de una neurona por
seis células gliales., Sin embargo, en la parte dorsomedial, muchas células,
sean  neuronas o glias, hacen contactos pericariales (aposiciones
soma-somdaticas) y se observan también cadenas de células (Van Den Pol,

1980).

LLa mayorfa 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. .5 Fotografia de la seccion coronal del NSQ de la rata. Los nucleos
| S€ presentan como dos masas celulares compactas situadas inmediatamente
; arriba del quiasma 6ptico (OC) y lateralmente del tercer ventriculo (3).
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circuitos locales. Las dentritas que estdn dentro del NSQ son también
relativamente cortas. Van Den Pol (1980) hizo una clasificacién de S tipos
de neuronas del NSQ, basado en el nimero y las formas de las dentritas: 1)
bipolares simples con dos dentritas, se localizan principalmente en el !ado
dorsal del quiasma optico 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 astroglfas tienen
mas o menos el mismo tamafio que las neuronas del NSQ con 5§ a 15
ramificaciones que se proyectan a los vasos sangufneos cercanos (Moore,

1983).

lLos tipos de contactos sindpticos que existen dentro del NSQ son
los de Gray-tipo I y Gray-tipo II. El Gray-tipo 1 (asimétrico) se
caracteriza por una alta densidad postsindptica y se piensa que es
excitatorio. El Gray-tipo 1l carece de densidad postsinaptica y es
inhibitorio. La mayoria de las sinapsis en el NSQ son de Gray-tipo lI. Ambos
tipos de sinapsis se han descrito también en las terminales del nervio

éptico aferente al NSQ (Giildner, 1978),

Inmunohistoquimicamente el NSQ se divide en dos regiones, segin su
contenido de péptidos: la regién dorsomedial y rostral se caracteriza por la
presencia de vasopresina (VP) y la regién ventrolateral por la presencia del

péptido intestinal vasoactivo (VIP). Neuronas que contienen somatostatina se

13
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presentan en todo el nicleo. (Moore, 1983). Ademés de la vasopresina, VIP y
somatostatina existen otros neurotransmisores sintetizados dentro del
nicleo, tales como la neurofisina, el acido gama-aminobutirico (GABA), la
bombesina, y el péptido liberador de gastrina. (Van den Pol & Tsujimoto,

1985).

La luz incrementa la actividad metabélica (Fuchs & Moore, 1980)
del NSQ. Usando técnicas inmunchistoquimicas se observan proyecciones
directas desde la via visual a los NSQs. Estas proyecciones salen del
quiasma o6ptico en el lado dorsal y terminan en las regionés ventrolaterales
de los NSQ’s. Estas proyecciones se conocen como tractos
retino-hipotaldmicos (RHT) (Moore & Lenn, 1972; Hendrickson et al, 1972).
Glutamato y aspartato podrian ser los neurotransmisores del RHT (Liou, et
al, 1986). Las proyecciones visuales indirectas provienen del lado Qentral
del nucleo geniculado lateral (vLGN) y de la hojuela intergeniculada (IGLj
(Moore, 1983). Estas proyecciones se denominan = tractos
geniculo-hipotalamicos (GHT). La presencia de neuropéptido Y (NPY) en el NSQ
parece ser originada en estas proyecciones (Liou et al, 1986). Las otras
aferenclas importantes del NSQ provienen de las areas hipotaldmicas
anterior, retroquiasmatica y de varios nicleos del hipotdlamo tuberal,
particularmente del nlcleo ventromedial y del ntcleo rafé dorsal del
mescencéf‘alo. Las conexiones eferentes del NSQ pmyectén a otras &reas del
hipotdlamo, a los nucleos septales y al tadlamo (hojuelas periventriculares,

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

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

1.3.2 Evidencias que demuestran gue el NSQ es el marcapaso circadiano

El NSQ es el principal marcapaso circadiano en mamiferos, Tres

grupos de evidencias apoyan esta conclusién:

a) Estudios con lesiones del NSQ. Después de la destruccién bilateral del
NSQ en ratas y hamsters mantenidos en obscuridad continua o luz continua,
muchos ritmos circadianos desaparecen o estdn severamente dafiados (Ver
revisiones Rusak y Zucker, 1979; Aguilar-Roblero y Drucker Colin, 1987).
Abolicién 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 funcién que

desempefia el NSQ (Mosko & Moore, 1979).

b) 'Oscilacién intrinseca en el NSQ. Estudios de aislamiento del NSQ
demuestran que éste puede puede mantener una oscilacién intrinseca. 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" hipotaldmica que contenfa 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 desaparecié, mientras que persistié dentro

de la isla. Poco después de los estudios de Inouye y Kawamura, varios grupos
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Retina Nicleo septal
lateral
Hipotalamo Nicleo talamico
anterior paraventricular
Nicleo para- Nicleo geniculado
ventricular '\“\\\\\\\\‘\ “(/,//”’ ventrolateral
Hipotalamo - NS Q —<«—>» NSQ (contralateral)
lateral /‘*r/’//,/’a'( ,
Hipotélamo
retroquias- : :
matico Hipotalamo tuberal
Nicleo ventromedial
Nicleo paraventricular
Sustancia Nucleo Rafé del Area tuberal ventral
gris del mescencéfalo Nicleo arcuado
mescencéfalo Nicleo dorsomedial
periacueductal

Fig. 1.6 Representacién dlagramatica de las conexiones del nucleo
supraquiasmatico que han sldo demostradas experimentalmente. (Ver
texto). (Tomado de Moore, 1983)
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de investigacién demostraron la persistencia del ritmo circadiano de la
éctividad unitaria in vitro en rebanadas hipotalamicas que contienen NSQ
(Groos y Hendricks, 1982; Green y Gillette, 1982; Shibata, et al., 1982),
Estos estudios demuestran que la oscilacién circadiana es intrinseca dentro
del NSQ, negando la posibilidad de que el NSQ sea la conexién entre los

ritmos expresados y el marcapaso localizado en otra parte,

c¢) Estudios con transplante. Animales arritmicos debido a lesiones del NSQ
recuperan los ritmos circadianos después del transplante de hipotdlamo
anterior fetal. En cambio, este efecto no sucede en transplantes de otras
dreas del cerebro fetal (Drucker-Colin 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 discutird en la siguiente seccién

1.3.3 Evidencias de multiosciladores acoplados

Con base en las extensas descripciones de los ritmos circadianos
en mamiferos, en particular en roedores y seres humanos, los modelos
tedricos y matematicos sugieren que la porcién cronométrica del sistema

circadiano consiste de mds 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 sefiales
sincronizantes inducen ajustes periédicos de fase mediante mecanismos no
bien establecidos. Evidencias que apoyan estos modelos incluyen las

siguientes observaciones:

a) Desincronizacion interna espontanea. El ciclo de suefio y vigilia y el
ritmo de temperatura corporal en seres human‘os tienen perfodos s{milares con
una relacion de fase constante en condiciones normales de luz-obscuridad.
Estudios realizados después del corrimiento espontianeo muestran periodos
diferentes para estos ciclos. Esto puede interpretarse como resultado de un
desacoplamiento entre diferentes osciladores para cada ritmo medido (Aschoff

& Wever, 1984),

b) Desincronizacién interna pasajera. Muchos de nosotros hemos experimentado
este tipo de desincronizacion por "Jet lag". Si salimos de la Ciudad de
México a las 10:00 de la mafiana 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 endégeno requiere varios

dfas para resincronizarse al nuevo tiempo local. Lo interesante es que
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diferentes  ritmos  fisiolégicos  muestran  diferentes  velocidades de
resincronizaciéon, El estado de desorden temporal después del cambio de zona
de tiempo y antes de que todos los ritmos regresen a su relacién de fase
original se denominan desincronizacién interna pasajera. (Moore-Ede, et al,

1977).

c) Desincronizacién interna forzada. También es posible separar los ritmos
poniendo a los sujetos en dfas artificiales con perfodos diferentes de (pero
cercanos a) 24 horas sin que ellos se den cuenta de este cambio (Moore-Ede

et al, 1982).

d) Fenémeno de desdoblamiento. Cuando algunos roedores nocturnos se exponen
consﬁantemente a luz brillante por intervalos de tiempo largos, el ritmo
circadiano de la actividad motora, que normalmente sb6lo presenta una
componente, muestran una disociacién en dos componentes. Al iniciarse este
desdoblamiento, cada componente del ritmo presenta un periodo diferente, sin
ﬁna relaciéon de fase constante entre ellos. Después de algin tiempo, las dos
componentes del ritmo establecen una relacién 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 unico marcapaso circadiano en los

mamiferos? En experimentos de lesién 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 discusién sobre la localizacién de los sustratos

anatémicos involucrados en estos posibles osciladores.

Existen evidencias que indican que los NSQs podrian funcionar como
un sistema multioscilatorio. Picard y Turek (1982) reportaron que se podia
suprimir el desdoblamiento del ritmo locomotor en hamsters lesionando
unilateralmente uno de los NSQs. Después de destruir uno de los NSQs,
desaparecfa un componente de este ritmo. Una interpretacién de estos
resultados es que los NSQs funcionan como dos osciladores circadianos
acoplados (uno en cada lado). Hay otra evidencia que apoya est‘a hipotesis.
Déspués de lesionar un NSQ, se presenta un pequeflo cambio de perjodo en el
corrimiento espontdaneo. (Ebihara & Kawamura, '1981; Picard & Turek, 1983;

Takahashi & Menaker, 1982).
1.4 Electrofisiologia del Nucleo Supraquiasmaitico

Las células del NSQ presentan actividad eléctrica espontdnea. En
varios estudios hechos in vivo en ratas se han reportado diferentes
infer'valos 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 varia considerablemente en difentes

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

Registros eletrofisiolégicos in vitro revelan caracteristicas
diferentes sobre la frecuencia de disparo espontaneo del NSQ. El intervalo
de frecuencias de disparo es de 3 a 9 Hz en la mayoria de los reportes eﬁ 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 | Hz no se reportan. Sin embargo, se han
visto neuronas con disparos espontdaneos a intervalos regulares. Groos Yy

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

‘disparo neuronal. Dichas células presentaban una distribucién de intervalos

entre espigas (DIEE) de tipo Gausiana con un pequefio coeficiente de
variaciéon., Las células con coeficiente de variacién <0.2 se clasificaron
como tipo regular. Este patrén de disparo podria. considerarse como un
oscilador Ideal. De acuerdo con este criterio, 167% de las células
registradas fueron regularés. L.as células restantes fueron de tipo irregular
o disparaban en rafaga (Tipo I, II, y Il segin Shibata et al, 1984a). Groos
y Hendricks también hicieron registros eléctricos del NSQ in vivo. Siguiendo
el mismo criterio se encontraron que sélo 2 de los 397 registros se podian
clasificar como regulares. Por lo tanto la probabilidad de oéurrenc’:la de

este patrén es mucho mas frecuente en estudios in vitro que en animal
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intacto. Esta diferencia podria de deberse a la aplicacion de anestésicos
durante los registros en animal intacto. Thomson et al. (1984) mostraron la
destruccién del patrén regular registrado in vitro mediante la

administracién de uretano o pentcbarbital en el medio.

El promedio de la frecuencia de disparo registrado en rebanadas de
NSQ in vitro presenta fluctuaciones circadianas. Este aspecto ya se menciond

en la seccién 1.2.2.

LQué papel juegan los potenciales de accién en la generacién de la
ritmicidad? Esta pregunta es un tema de discusién. La tetrodotoxina (TTX) es
un bloqueador de los canales de sodio voltaje-dependientes. La
administracion de TTX en la preparacién de rebanadas del NSQ abole los
potenciales de accién de las neuronas del NSQ (Sugimori et al, 1984).
Schwartz et al. (1987) perfundieron TTX en NSQ de ratas en libre movimiento
por catorce dias. Los ritmos circadianos expresados desaparecieron. Esto
indica que los potenciales de accidén son necesarios para' la expresion de la
actividad ritmica conductual. Cuando terminaron de perfundir TTX los ritmos
reaﬁarecieron. Lo interesante es que la fase del ciclo circadiano que
r;eaparecié continué la misma pendiente del corrimiento espontaneo observado
antes de la perfusién. As{ se podria deducir que el oscilador enddgeno habia
continuado corriendo durante la administracién de TTX, a pesar de que los
potenciales de accion fueron abolidos, Sobre esta questidn se discutira con

detalle mas adelante.
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Se ha estudiado también el papel de los jones de calcio sobre los
potenciales de accién en el NSQ in vitro. Como ya se menciondé en la seccién
1.2.2, la actividad eléctrica del NSQ en Ila preparacién de rebanadas
presenta un ritmo ci.rcadiano. En la preparacion con solucién libre de
calcio, este ritmo desaparece y también desaparece el patrén neuronal de
disparo regular. (Shibata, et al, 1984b), E! calcio es esencial para la
transmisién sindptica de las neuronas del NSQ (Shibata, 1984c). Asi pues se
infiere que la transmisién sindptica es muy importante para la generacién de
los disparos neuronales de tipo regular del NSQ. 'Sobre cémo podria
participar el calcio en la generacién de ritmicidad, o en la expreéién del

ritmo circadiano de la actividad eléctrica, se discutird mas adelante,

El registro electrofisiolégico in vitro es un método muy
importante que proporciona informacién util sobre la frecuencia de disparo y
el patrén de descarga neuronal en el NSQ. Pero para lograr mayor informacién
electrofisiolégica se requiei‘en registros intracelulares o técnicas de

patch-clamp.

Debido a que los tamafios de las neuronas del NSQ son
extremadamente pequefios, poco se han estudiado las propiedades eléctricas
intracelulares. Wheal y Thomson (1984) hicieron registros intracelulares en
rebanadas hypotalamicas que contenian NSQ. En 22 células registradas el

intervalo de potencial de reposo era de -50 uV a - 68 uV. Estas células
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tenfan una resistencia de entrada alta (72 - 260 M), y una constante de
tiempo pequefia de la membrana (3.0 - 15.5 ms). Los potenciales de accién
también eran de duracién corta (0.6 - 1.0 ms en la amplitud media) y casi
siempre presentaban una hiperpolarizacién post-potencial de accién de 10 a
20 mV. La amplitud de los potenciales de accién (t desviacién estandar, SD)
fue de 83.8 * 12,6 mV y el umbral del potencial de accién (*SD) fue de -47.8
+2.2 mV. Células con potencial de membrana menor que -60 mV presentaban
actividades espontdneas. La frecuencia de los disparos dependia de la
negatividad del potencial de membrana. De tal manera que entre mas negativq
era el potencial de membrana menor era la frecuencia de disparoc. Células
silenciosas podian activarse con pulsos despolarizantes. La despolarizacién

podia introducir actividades regulares, irregulares 6 en rafaga.
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II. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBIJETIVOS

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
fluctuaciéon circadiana (ver la secci6n 1.3.2), se sabe muy poco de la razén
por la cual los patrones de disparo difieren tanto entre las células de una
misma 2zona en el mismo lapso de tiempo. Tampoco se ha estudiado
sisteméticamente si ambos NSQs funcionan como una unidad oscilatoria unica,

o son mas bien un conjunto de osciladores acoplados.

Este estudio tiene por objetivo indagar las propiedades
electbof‘isiolégicas del NSQ mediante experimentos in vitro y realizar un
andlisis teérico de cémo podrian participar estas propiedades en la
geheracién de los ritmos circadlanos. En concreto, vamos a examinar las

siguientes preguntas:
l.- ¢Podrian funcionalmente considerarse a los nlcleos supra-
quiasmaticos contralaterales como dos unidades oscilatorias

independientes?

2.~ ¢Existe alguna relacién funcional entre los diferentes patrones

de 'disparo de las neuronas del NSQ?.
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OBIJETIVOS

g

1.1,

2.1

2..2

Para tratar la primera pregunta se propone:
Determinar la relacién de fase con respecto a la oscilacién de la
actividad eléctrica unitaria entre ambos NSQs bajo diferentes
condiciones experimentales. Esto ayudarfa a apoyar la conclusién
de que cada NSQ actia como una unidad oscilatoria independiente,
que emana de experimentos de lesién unilateral del NQS cuando

desaparece el desdoblamiento del ritmo (Picard y' Turek, 1982).
Con respecto a la segunda pregunta, proponemos:
Caracterizar detalladamente los patrones de disparo de las

neuronas del NSQ mediante registros extracelulares unitarios.

Elaborar un modelo de redes neuronales para explicar la

existencia de estos patrones de disparo.
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[11. MATERIAL Y METODOS

1I. 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 mds 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).

I, 2 Sistema de Registro Electrofigiologico

La Fig. 1II,1 muestra los componentes basicos del proceso de
registro electrofisiolégico. El sistema de registro eléctrico y el sistema
in vitro fueron montados al iniéio de este proyecto. Se hizo la distribucion
espacial del cuarto de electrofisiologia in vitro. También se hicieron la
camara de Faraday y al amplificador para analisis de sefiales en la
computadora. Este amplificador fue disefiado por el departamento de coémputo
del Instituto de Fisiolbgfa celular, La cdmara de registro es de acrilico
transparente, circular con un didmetro 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 solucién Krebs. Una

malla de nylon se colocé a la mitad de la profundidad de la cdmara, para
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mantener las rebanadas inmersa{s en la solucién .En la cdmara de registro se
circuld la solucién, Krebs previamente calentada a la temperatura de 36.8 a
37.2 °C y burbujeada con 95% de oxfgeno y 5% de CO2 con pH de 7.2 a 7.4. La
velocidad de perfusién fue de 3 ml por minuto. Esta velocidad fue
determinada por varios experimentos para lograr una éptima condicién para la
rebanada y facilitar el registro. La solucién de Krebs fue la sugerida por
Yamamoto (1972), y tiene la siguiente composicién (en milimolar): NaCl 124,
KCl 5, KH2POs 1.24, MgSO0Os 1.3, CaClz 2.4, NaHCOs3 262 , glucosa 10. La
actividad ' eléctrica neuronal se registrdé extracelularmente mediante
micropipetas de vidrio usadas como electrodos. Las pipetas se llenaban con
una solucién de NaCl de 2M saturada de azul de pontamina con el fin de tener
una referencia visual. La resistencia de los microelectrodos fue de 4 a 10
MQ. Se colocaron los microelectrodos bajo control visual coﬁ la ayuda de un
microscopio de diseccion Nikon SMZ-1IB y un micromanipulador Narishige. La
fluminacién de la preparacién se hizo a través de un sistema iluminador de
fibra  dptica. Las sefiales 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.

ZSe ajust6 el pH a 7.28 para la temperatura deseada, variando la
concentracién de NaHCO3, y la osmolaridad se mantuvo a 300 mOsmol
modificando la proporcién de NaCl.
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Fig. IIL1
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Procedimientos Experimentales

Se desnucaban lns animales y se decapitaban en diferentes tiempos
circadianos, bajo las condiciones de luz correspondientes. Se removieron los
cerebros y rapidamente se colocaron en una caja de petri que contenia
solucién de Krebs a 4°C. Usando un bisturi se quité el resto de cerebro
dejando un bloque de 0.5cm x 0.5cm x 1.0cm que contenia el hipotdlamo y el
quiasma o6ptico. Se rebané este bloque en el plano coronal a 400um con un
rebanador de tejido. Se identificaron las rebanadas que contenian el NSQ
visualmente y se trasladaron a la céamara de registro. Se tomd cuidado
especial sobre los lados derecho e izquierdo originales de la rebanada. Se
asignaron los lados con la direccién rostro-caudal hacia abajo. Este
procedimiento normalmente se hacia en menos de 5 minutos, Una vez estando en
la camara 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 preparacién de la rebanada cerebral se basa en el estudio de
Hatton et al, 1980). Se registré la actividad eléctrica extracelular
unitaria principalmente por la capa superficial de la rebanada. Se bajaba el
electrodo con el micromanipulador hasta encontrar las sefiales deseadas. con

el fin de evitar posibles micro~-cortes provenientes del electrodo por

30



C ey

BNy
H

......

Limel Zhang, Teaia de Daclanada en Elencias Fisialdgicas, 1992

defecto del micromanipulador'3 y lograr mayor duracién de la rebanada viva
sélo se registraba por la capa suferficial (menos de 1.00 pm de profundidad).
L.as profundidades de las rebanadas no dan mas informacidén, ya que
corresponden a mismas coordenadas del NSQ para cada caso, Cada célula fue
monitorizada en el osciloscopio por 5 minutos antes de grabar Jla sefial,
asegurando la estabilidad de la actividad eléctrica registrada. Se grabé
cada registro por lo menos dos minutos en audiocinta de carrete. Para

obtener un muestreo estadistico amplio y no polarizado, se movia el

- electrodo con un paso de mas o menos SO um en el plano horizontal y en cada

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

posicion. Este procedimiento permitié registrar las células que estaban

silenciosas al colocar el electrodo por primera vez en una posicién. No se
registraron las localizaciones de cada neurona registrada en el NSQ porque
nuestra. hipétesis inicial es suponer cada NSQ funciona como una unidad
oscilatoria y estudios previos habian demostrado que las lesiones en
diversas partes del NSQ no abolian ritmos sdlo hasta destruir 1007 de un
Iado y 75 % 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 duracién maxima de

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

3EI micromanipulador que se usé 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 estdn en el
mismo angulo.
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sélo se tomaron los registros de las primeras 8 horas a partir de la hora de
colocar la rebanada en la cdmara con el fin de asegurar que las sefiales
bioeléctricas no estuvieran alteradas. Se registraron de un promedio de 15
células por rebanada. Como resumen de este procedimiento experimental ver la

Fig. 11.2.

Se analizaron los registros mediante un sistema computarizado
desarrollado en el departamento de computo del Instituto de Fisiologfa
Celular. Este sistema de analisis puede discriminar entre las sefiales
bioeléctricas y el ruido de fondo y digitalizar las espigas, elaborar

histogramas de frecuencia y de distribucién de intervalos entre espigas

(DIEE). Se usé la prueba de Scheffe para la comparacién multiple de valores.

Este analisis fue realizado con el paquete estadistico SPSS/PC. Para
analizar la correlacién de las curvas temporales de los NSQs contralaterales

se usd la funcién de correlacion cruzada4 (Cooper et al, 1980).

4En este caso la correlacién cruzada es el método de andlisis adecuado ya
que compara dos funciones oscilatorias mientras las otras correlaciones no
son convenientes en este caso. Por ejemplo, la correlacion de Pearson soélo
es adecuada para comparar dos funciones lineales .
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Fig. 111.2 Diagrama del procedimiento experimental.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

IV, 1. Caracterizacion de las Fluctuaciones Circadianas de Cada
Nucleo Supraquiasmatico

IV, 1, 1 Resultados Experimentales

Este experimento tiene como finalidad examinar la pregunta 1 y

cumplir el primer objetivo.

Se registraron 186 células del grupo LO y 238 células del grupo
00. Las curvas de la distribucién temporal de la actividad eléctrica de los
animales mantenidos en luz - obscuridad muestran una clara oscilacion
circadiana. El nivel maximo de actividad ocurrio durante las 15 - 18 horas
del tiempo geografico local (Fig. IV. la). Dicha oscilacién persistié en la
curva temporal de los animales mantenidos en cuatro dias de obscuridad
continua (Fig. IV. 1b). El nivel mdximo de actividad ocurrido durante las 12
- 15 horas del tiempo geografico local. La amplitud de la oscilacién 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, observamos un fendmeno interesante. Las curvas
de los registros del lado derecho bajo ambas condiciones experimentales son
bimodal_es y no hay modificaciéon de fase después de cuatro dias de

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

34



T, ..
SRR hiiean

s e

-

Limel Zhang, Jesia de Dactanada en Clenclas Flaialégicas, 1992

0
g+ LO > A
71 X 1
6l ;Y

°
51 1

3l é-_._.é/ \é
24
14

8 B
00 "
o

FRECUENCIA DE DISPARO (Hz)

0 J G 8 12 156 18 21 24
INTERVALO DE REGISTRO (hrs.)

Fig. IV. 1 A) Distribucién temporal de frecuencias de disparo de 186
registros extracelulares unitarios en 8 intervalos de tiempo. Los animales
fueron mantenidos en Juz - obscuridad 12:12 horas. (*) diferencia

significativa (p < 0.05, prueba de Scheffe). b) Distribucién temporal de
frecuencias de disparo de 238 registros extracelulares unitarios en 8
intervalos de tiempo Los animales fueron mantenidos en obscuridad continua
durante 4 dfas. (*) diferencia significativa (p < 0.05, prueba de Scheffe).
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basicamente unimodales y el nivel maximo de actividad en la curva de LO
ocurre durante las 14 - 16 horas, mientras que el méximo de actividad en la
curva de OO0 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 andlisis de la correlacién
cruzada entre las curvas de ambos lados tanto en luz - obscuridad (LO) como
en obscuridad continua (00). Podemos ver que los médximos valores del fndice
de la éorrelacién (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. Discusién del Experimento Anterior

La curva de distribucién temporal de la actividad eléctrica del
grupo de luz - obscuridad muestra una clara oscilacién circadiana, Esta
observacién coincide con los reportes en la literatura., La oscilacién
circadiana también fue observada en la curva de obscuridad continua, la cual
demuestra la naturaleza endégena del ritmo, tal como ha sido previamente
reportado. El resultado del andlisis por separado de los lados del NSQ
indica .una asimetria, tanto en la forma de la fluctuacién como en la fase,
El defasamiento de dos horas en las curvas de la correlacion cruzada indica
que las oscilaciones de la actividad eléctrica de los NSQs contralaterales
son asimétricas tanto en la condicién de luz - obscuridad como en la
condicién de obscuridad contfnua, La disminucién del {ndice (r) de la

correlacidn puede interpretarse como resultado la disminucién de la fuerza
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A) Distribucion temporal de frecuencias de disparo de NSQs
derechos del grupo LO (circulos blancos) y del grupo OO (circulos negros).
B) Distribucién temporal de frecuencias de disparo de NSQs izquierdos del
grupo LO (circulos blancos) y del grupo 0O (circulos negros).
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Fig. IV, 3 Correlacién cruzada de las curvas de distribucién temporal
frecuencias de disparo de los NSQs contralaterales. r: Indice
correlacion.
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de acoplamiento en la condicién de obscuridad continua. Esta asimetria

podria implicar dos unidades oscilatorias independientes. Estas unidades se

-corresponderian con la anatomia del nucleo. En la dltima parte de la seccidn

1.3.3 se mencionaron algunas evidencias que sugieren que los dos NSQs
podrfan ser dos unidades oscilatorias con diferentes periodos. Estas dos
unidades estdn acopladas en condiciones normales de luz - obscuridad, pero
cuando desaparecen las sefiales de sincronizacion, estas unidades podrian
desacoplarse. Nuestro resultado experimental sugiere que si los NSQs son dos
unidades oscilatorias, entonces podrian tener diferente sensibilidad al
cambio externo. En nuestro caso, después de desaparecer las sefiales
sincronizantes, el NSQ del lado izquierdo acelerd su oscilacién en pocos
dias (4 dias) mientras que el lado derecho parecia insensible a este cambio,
Esta observacién sugiere que el NSQ de un lado podria funcionar como
marcapaso "maestro" regulando otros marcapasos existentes. ¢(Como 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 melato’nina puede jugar un papel importante en la sincronizacién
(Moore, 1992). Pero, (la melatonina podria participar en él acoplamiento de
diferentes osciladores? Un estudio realizado en nuestro laboratorio
(Aguilar-Roblero & Vega-Gonzalez, enviado a Brain Research) mostré que la
pinealectomia en hamster dorade induce una reduccién de la latencia del
desdoblamiento en luz continua 'y un aumento de la duracién de los
transitorios antes de establecer una relacién de fase estable entre los dos

componentes ritmicos. Esta observacién sugiere que la glandula pineal podria
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proveer uno de los mecanismos de acoplamiento endégeno entre diferentes
osciladores en el sistema circadiano del roedor. Sobre este aspecto hacen
falta mds investigaciones. Seria interesante observar la correlacién de las
curvas de distribuciéon temporal de la actividad eléctrica de ambos NSQs en

ratas pinealectomizadas para confirmar la conclusién del estudio anterior.

IV, 2 Caracterizacién eléctrofisiolégica del nicleo supraquiasmatico
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. E! intervalo de la frecuencia de disparo era de
0.60 Hz a 15.07 Hz aunque el 94% de las células registradas tenian las
frecuencias de disparo de 1.0 Hz a 10.0 Hz. Todas las células registradas se
pueden asignar uno de cuatro tipos tipicos, de acuerdo a su distribucién de
intervalos entre espigas (DIEE). En las figuras 1V.4 - IV. 7 se muestran
ejemplos de estos cuatros tipos de células. La Fig. IV.4 es un ejemplo de
una célula con patrén de disparo regular, esto es, s6lo existe un pico de
intervalos en la DIEE con una desviacién estandar de 0.0l. La frecuencia de
disparo de esta célula es de 8.58 Hz. En la Fig. IV. 5 se muestra un patrén
de disparo irregular con una DIEE amplia y la Fig. IV. 6 es una célula que
tiene periodos silenciosos de mas de 1 segundo entre los cuales dispara
sibitamente en réafagas. La DIEE de este patrén se parece bastante a la del

patrén anterior. Estos tres patrones han sido reportados anteriormente
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(Groos & Hendricks, 1979; Shibata, et al., 1984a; Thomson, et al., 1984). La
neurona de la Fig. IV. 7 muestra un patrén de disparo irregular y una
distribucion de intervalos amplia, pero los intervalos estdn agrupados
alrededor de multiplos de un intervalo basal (arménicos), y los pesos de
cada grupo de armonicos segufan la envolvente de la distribucién al azar de

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

Por razones que se explicaran posteriormente, se clasificaron sélo
tres patrones cualitativamente diferentes, de acuerdo la DIEE: 1)} el patrén
de la distribuciéon al azar, que es asimétrica, amplia, como se muestra en
las Figs. IV. 5§ y 6, 2) el patrén con arménicos, como se muestra en las
Figs. 1V.7, y 3) el patrén "entonado”, que se aproxima a un oscilador ideal
(Fig. 1V.4). La estadistica descriptiva de las frecuencias de disparo de
cada tipo neuronal y el porcentaje en la poblacién total se presentan en la
Tabla IV.l. Se puede observar que dependiendo del criterio que use, la
proporcién relativa de los tipos de células varia. Cuando se usa ‘DIEE como
criterio de clasificacion hay wuna disminucion de la proporcién de las

células entonadas y aparece el tipo "armonico".
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Fig. IV. 4 Ejemplo de una célula con disparos regulares. a) Trazo de

espigas que correponde al histograma de frecuencias b), y c) Distribucién de
intervalos entre espigas (DIEE). |
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Ejemplo de una célula con disparos irregulares.

espigas que correponde al histograma de frecuencias b),

intervalos entre espigas (DIEE).
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Fig. IV. 6 Ejemplo de una célula con disparos en rafagas. a) Trazo de

espigas que correponde al histograma de frecuencias b), y c) Distribucién de
intervalos entre espigas (DIEE).
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Fig. IV. 7 Ejemplo de una célula con disparos irregulares. A: Trazo de
espigas que correponde al histograma de frecuencia (B) y distribucién de
intervalos entre espigas (DIEE) (C). En la DIEE se observa un patrén de
arménicos (ver el texto).
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TABLA V.1

FRECUENCIAS DE DISPARO (promedio it desv. est.) DE DIFERENTES PATRONES
NEURONALES CLASIFICADOS DE ACUERDO CON EL ANALISIS DE FRECUENCIAS
(A. F.) Y DE DISTRIBUCION DE INTERVALOS ENTRE ESPIGAS (DIEE)

FRECUENCIAS DE| PORCENTAJE DEL

TIPO NEURONAL DISPARO TOTAL
(Hz) (%)
- | 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 +] 3.38 £ 2.45 65.9

ARMONICO | 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.
+ 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 propdsitos posteriores: al tipo de neurcnas con patrones regulares
se le llama "entonado", al tipo irregular se le llama "fuente" y al tipo
arménico se le llama "filtro". Se observan variaciones circadianas en la
distribucién relativa de tipos neuronales en la poblacién total de neuronas
registradas, segin la DIEE. Durante los intervalos del dia subjetivo
(intervalos V, VI y VII}) hubo una disminucién del nimero de neuronas con

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

Vale la pena mencionar que las células con el patrén armoénico
difieren entre s{ no solamente en el intervalo del arménico fundamental sino
que también en el nimero y los pesos de los subsiguientes picos harménicos.
De esta manera, uno puede intuir que existe un acercamiento sistematico al

entonamiento perfecto. Esta idea se muestra en la Fig. 1V, 8.
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TABLA IV, 2

g VARIACIONES CIRCADIANAS EN LA DISTRIBUCION RELATIVA (%)
; DE TIPOS NEURONALES (SEGUN LA DIEE) REGISTRADOS
EN EL NSQ IN VITRO

g TIPO NEURONAL (%) No.
| INTERVALOS TOTAL

DE ENTONADOS+ DE
TIEMPO FUENTE | FILTRO |ENTONADO! FILTROS CELULAS

I 73 13 14 27 50

11 79 12 9 21 48

111 77 3 20 23 48

1V 85 4 11 15 31

Y 47 31 22 53 59

VI 49 28 23 51 86

VII 49 28 23 51 72

VIII 82 11 7 18 78

ok Estas curvas estadn normalizadas en el

los puntos maximos de cada curva,
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Fig. 1V, 8 Cuatro ejemplos de patrones armoénicos. Se puede observar una
disminucién de la intensidad de los picos subsecuentes en el tiempo. Esto
suglere un mecanismo de filtraje sobre la frecuencia de disparo neuronal.
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IV, 2.2 Discusidén del Experimento Anterior

La idea central de esta parte es la descripcién de un nuevo tipo
de patrén de disparo neuronal en el NSQ basada en el analisis de la DIEE.
Vale la pena mencionar que este patrén arménico fue observado con claridad y
es reproducible. Los disparos fueron muy estables y la amplitud de las
sefiales es mdas o menos seis veces mas grande que la de ruido. También las
frecuencias de disparo estan dentro de los intervalos reportados en la

literatura.,

La proporcién 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 podria ser debida a las diferentes formas de muestreo durante el
registro (es decir,’ el intervalo de 'espera antes de mover el eiectrodo
entre los dos experimentos). En nuestrb caso, se dejo al electrodo en cada
posi?ién por lo menos cinco minutos. Asi, era posible registrar neuronas que
estaban silenciosas (sin mostrar potencial de accién) al momento de colocar

el electrodo en una posicién dada.

Como se puede ver en la tabla 1IV. 1, los porcentajes de cada tipo
de células varfan de acuerdo al criterio que se empleé para su
clasificacién. Cuando se usa la DIEE como el criterio de clasificacion se

observa una disminucion de la proporciéon de las neuronas con disparos
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regulares (entonados) y aparecen los arménicos (filtros). Esto se debe a que
algunos patrones armoénicos con pocos picos (dos o tres) tienen el patrén
temporal de disparo muy parecido al de tipo regular., La DIEE ayuda a
diferenciar entre ellos. También es importante sefialar que la prueba de
Scheffe no muestra diferencias significativas del promedio de Ilas
frecuencias de disparo entre los patrones irregulares y los patrones en
rafagas. Cuando se clasifican los patrones por lé DIEE, la prueba de Scheffe
muestra diferencias significativas entre los tipos de neuronas. Por lo
tanto, desde punto de vista estadistico la clasificaciéon de la DIEE es mejor
para diferenciar las poblaciones neuronales en el NSQ que el analisis de los

patrones temporales de disparo.

'Se encuentran variaciones sobre la proporcién de los tipos
neuronales durante el ciclo circadiano. En los intervalos V, VI y VII (ver
la Tabla. IV. 2) hubo una disminucién de la proporcién de los pairones al
azar y un aumento de los arménicos y los entonados. Variaciones analogas
fueron reportadas previamente usando wuna clasificacibn basada en los
patrones temporales de disparo (Shibata et al, 1984a). Estas variaciones
circadianas podrian 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 poblaciéon neuronal. Esta observacién es consistente
con el comportamiento de la red neuronal que se propcone en el modelo de la
siguiente seccién, porque estas variaciones podrian reflejar la regulacién

neuronal sobre el proceso de filtraje en la red involucrada en la seleccion
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de la salida de una frecuencia dada.

Hasta la fecha, no se sabe claramente la relacion entre los tipos
de patrones de disparo y las caracteristicas morfolégicas o funcionales de

las neuronas.
1V.2.3 Modelo Teobrico

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 discusién es ¢qué tan valida es la suposiciéon de que
para producir una variacién funcional periédica 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 variacion circadiana (Enright, 1980; Pittendrigﬁ.
1974; Winfree, 1967). Estos osciladores pueden identificar*se 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 mads, estas células parece que se encuentran por igual en
todo el NSQ y no existe una correlacién espacial para poder seguir las
modificaciones esperadas tedricamente desde los dispar‘os regulares a los
canales efectores, Nuestros resultados agregan nuevos ingredientes al

panorama general. El mdas importante de ellos es el descubrimiento de células
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con respuesta armoénica. Este tipo de respuesta es comin a todos los

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

de sefiales, lo cual inmediatamente sugiere una relacién funcional entre

disparos al azar, pasando por un proceso de interferencia y la obtenci6n

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.

E!l siguente modelo sugiere un posible mecanismo por el cual se
obtienen osciladores ideales (disparos ritmicos entonados) a partir de una

distribucion al azar de sefiales. Se proponen las siguientes hipotesis:

1) Existe un gran numero de neuronas en el NSQ que disparan
espontdneamente y al azar, Estas células actuan como fuente de estimulos
para excitar a otras células. En otras palabras, estas células generan sus
potenciales de accién sin necesidad de estimulos externos. En este aspecto
se parecen a las células sinusales del corazén con automatismo, exceptoc que
no tienen un ritmo temporal. A estas células las llamamos célulaé fuente.
Esté hipétesis se basa en la alta proporciéon de las células registradas con
disparos al azar.

2) Existe otro grupo de neuronas que responden primariamente a
seflales externas provenientes de células interconectadas en una red. A estas
células las llamamos células filtro. Los estimulos recibidos de una de estas

células filtro podrian ser provenientes de una o varfas células fuente, o de
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una o varfas células T iltro'. porque en la red podrian existir conexiones en
serie o en paralelo con conexiones laterales, l.a salida de estas neuronas
filtro tienen frecuencias diferentes que las de la entrada, debido a que los
procesos sindpticos que comunican a una célula con otra en una red preéentan

tiempos de retraso,

3) La transmisién interneuronal de sefiales se lleva a cabo a
través de un medio caracterizado por su transmitancia y su aBsorbancia.
Estas caracteristicas podrian ser modificadas por la accién de agentes
externos (e.g. agentes quimicos, topolégicos, etc.). Los términos de
transmitancia y absorbancia tienen significados precisos en &ptica (Klein &
Furtak, 1986). En este contexto, la transmitancia y la absorbancia se
relacionan al hecho de que una sefial dada pierde alguna informacién al pasar
por un medio intercelular y se podria relacionar con la frecuencia de

disparo de una célula en un tiempo dado.

Con base en estas suposiciones podemos imaginar una relacién
funcional entre los varios }elementos definidos: si se tiene una fuente de
disparos con'una amplia distribucién de ijntervalos entre espigas, se podria
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 caracteristicas de su
membrana y de los neurotransmisores intercelulares que conectan estas

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

La primera suposicién podria ser comprobada de la siguiente
manera:

a) Se sabe que si existe un gran nimero de eventos al azar, y que
si la probabilidad p, caracteristica para un evento dado, es pequefia,
entonces la probabilidad Wn(A) de que este evento ocurra n veces en N
pruebas estd dada por la distribucién de Poisson (Reif,1965):

Waa) = g™ (1)
n! '
donde A=Np es el nimero promedio de eventos. Esta distribucién se encuentra
en muchos procesos al azar en la naturaleza (Sinai, 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

pequefia, y consecuentemente la distribucién W2(A) esta dada por la ecuacién
(1). En este caso A = At/to, donde to es un tiempo caracteristico, o un
parametro dado por el experimento, y tiene el significado del tiempo maés
probable que transcurre entre dos disparos consecutivos de una célula

fuente.

En la Fig. 1V.9a se presenta en linea continua la suma de todos
los patrones de los tipos de las Figs. 1V.5 y IV.6 (disparos al azar) con el
ffn de tener una descripcion estadiastica representativa. La escala vertical

ha sido normalizada por el drea bajo la curva y el eje horizontal es el
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intervalo de tiempo A en unidades de to=75 mseg. Este tiempo caracteristico
fue dado por el méximo de la curva (que debe ser 2to segin la ecuacién dos,.
Apéndice 1), En la misma Figura se muestra la curva tedrica W2(A) como linea
discontinua, para comparar con la curva experimental. Se puede aobservar que
el ajuste es bastante bueno, excepto para los valores observados cerca del

tiempo cero en la curva experimental.

Es dificil contar los eventos separados por menos de 10 mseg en el
modelo presente. Por lo tanto podemos suponer que la discrepancia alrededor
de cero podria ser causada por eventos ocurridos durante el experimento
(tales como respuestas a estfmulos excitatorios simultaneos o disparos
esporddicos 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 trabajo (Thomson et al., 1984), este tipo de

espectro obtenido por una sola célula fue modelado por la distribucién

'normal-logam’tmica. Se sabe que la distribucién normal-logaritmica puede

ajustar muy bien cualquier curva asimétrica arbitrariamente. El uso de esta
distribucién es totalmente operacional. Es preferible derivar la forma de la
distribucién a partir de suposiciones simples con sentido fisico, como en el

modelo que se presenta aquf.
b) En los experimentos en donde se bloquea la transmisién

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

transmision sindptica del NSQ), desaparecén los disparos regulares pero las
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Fig. IV. 9 a) Comparacién de la distribucién de intervalos teérica Wza(A)

(linea discontinua) y la curva experimental (linea continua) que es la suma

- de DIEE de todos los patrones irregulares y en rafagas {(como de las Fig. IV.

5 y IV. 6). b) Simulacién numérica de DIEE después de uno, dos, tres
procesos de filtraje. c) Comparacién entre los resultados teéricos después
de peocesos de filtraje y un patrén 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 estimulos
provenientes de otras neuronas para disparar. Por lo tanto pueden desempefiar

el papel de fuente.

La segunda etapa en el modelo propone que la razén funcional de la
existencia de una fuente de disparos al azar es con el objeto de seleccionar
intervalos  especificos, porque se necesitan éeﬁales r{tmicas 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 héya interferencias entre
las sefiales que llegan a una neurona dada, dependiendo‘ de las vias
permitidas en la red. Es claro que estas vias dependeran no solamente del
arreglo sino que también de las caracterfsticas del medio interneuronal a
tbayés del cual viajan las sefiales. Asi se puede explicar la existencia de

los patrones armoénicos y entonados.

Para explicar con mds detalle, consideremos el arr-eg]o mas simple,
que es un sandwich en una dimensic‘m con dos medios N-M-N. Cada uno se
caracteriza por una transmitancia T 'y una absorbancia A, Eétas
caracteristicas estdn conectadas por la relacién T+R=1-A, donde R es la
reflectividad del medio M, dada por las paredes que separan los dos medios.

Entonces, la sefial transmitida de un lado del sandwich al otro lado esta
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dada por la formula de Airy (Klein & Furtak, 1986)

lv_ = Tmax ' (2)

Wo 1 + FsinX5/2)
donde la méaxima transmitancia es Tmax=T2/(1-R)2=[1-A/(1-R)12, y el factor de

contraste es F=4R/(1-R)°. Nétese 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
mas importante es la fase 8. Es este caso la fase se podria relacionar con
el tiempo de retardo entre diferentes vias. Entonces la fase es:

8 = 2n(A-g)/(s+As) - (3)
donde la variable medible es A, ¥y g y s son tiempos en unidades de to., EI
pardmetro s da el periodo de la funcién seno, por lo que déberfa ser de
orden del tiempo caracteristico. Este término se puede cambiar por un As, al
modificar el medio quimico o su indice 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-M2-. . .-N-Mn-N,
que corresponde al problema de transporte en una dimensién 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
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sélo consideramos un arreglo en serie. Entonces, obtenemos la formula:

Th = Tin-1 (1 + Fin-nsin“(8-1/2)1" (4)

(l-'R(n--l))2

La salida final W (calculada con la ecuacién (2) sustituyendo Tn
por Tmax) puede ser muy complicada si los parametros de la ecuacién (2)
varfan en cada paso, lo cual le da méas riqueza de posibles resultados de una
misma red neuronal. Si ademds estos pardmetros pueden variar en el tiempo,
la red puede considerarse como no fija, incrementando aiun mdas la
versatilidad del mecanismo. Pero aun considerando que los parametros son
constantes (es decir, medios idénticos) el efecto de filtraje ya esta
presente. En la Fig. IV. 9b se muestran las curvas de salida subsecuentes
después del primer, segundo, y tercer filtro. Los pardmetros usados fueron
T=0.2, A=0.2, s=2.0, As=0.2, y g=0.0], y la sefial de entrada fue la ecuacioén
W2(A), multiplicada por un factor arbitrario de 700 para dar una escala
comparables. Estos parametros ajustan algunos datos reales bastante bien. En
la Fig. IV. 9c se muestra un ejemplo de la comparaciéon de una curva
experimental y la curva de simulacién computacional (la curva de la salida
del tercer filtro). Los diferentes patrones de la Fig. IV. 7 se pueden
obtener con diferentes numeros de filtros y el patrén de la Fig. IV. 4 se
puede obtener con cinco filtros. Filtrajes similares o seleccién de

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

sLa integral de la ecuacién (1} es 1, y la suma de todos los disparos
irregulares fué 700.
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depende de la configuracién particular de varios elementos. El calculo de
este caso no va a dar mayor informacién, lo importante es que la entonacién
a la frecuencia de disparo deseado no depende de los detalles especificos 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 topolégicas al modelo descrito anteriormente. (Zhang et al,

1992c).
Iv. 2. '4 Discusién de la Relacic’m entre el Modelo y el Experimento No.2

El modelo fenomenologico propuesto aqul toma en cuenta la
aparicién de los diferentes patrones de disparos registrados en el NSQ in
vitro y sugiere una relacién funcional entre estos patrones. La consecuencia
de esta asociacién funcional es poner el disparo en una frecuencia fija.
Esta selecién de una respuesta a partir de un proceso originalmente al azar
es un mecanismo eficiente, flexible y versatil y existen mecanismos analogos

en la Naturaleza tal como la mutacién genética para la adaptacién evolutiva,

Es importante enfatizar que el modelo no se relaciona con la
pregunta sobre la generacién de la ritmicidad circadiana. Sin embargo, este
modelo proporciona nuevas ideas para estudiar los mecanismos de la
regulacién circadiana y sirve como apoyoc de otros modelos estadisticos y

simulaciones (Enright, 1980; Kawato & Susuki, 1980; Winfree, 1967). Modelos
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Fig. IV. 10 Presentacién esquematica de los procesos de f iltraje
idealizados propuestos por el modelo. Las neuronas fuente (S) alimentan a ‘
las neuronas filtro (Fi) que est4n interconectadas y después de n pasos de i
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 sinapsis que es modelado como un filtro éptico
in la forma de un Sandwich de un medio M situado entre dos medios N.

b e bl et e e . e

62



Limei Zhang, Jeaia de Daclanada en Giencias Fialaldgicasa, 1992

previos han sugerido que se podria obtener un ciclo circadiano con alta
precisién, temporal por un arreglo de interacciones de osciladores de
frecuencias fijas (KaWato & Susuki, 1980; Pittendrigh & Daan, 1976; Winfree,
1976) 6 sin necesidad de tener cqmponentes 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 fisiolégicos para

formar un oscilador bjologico.

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 desaparicion de los patrones de
disparo regulares mientras los patrones de disparo irregulares persisten
(Shibata. et al, 1984a; Thomson et al, 1984). Se sabe que e] i6n calcio es
esencial para la transmisidén sindptica en el NSQ (Shibata et al, 1984c), si
se quita el calcio en el medio extracelular se bloquea la transmisién
sinaptica. Estos resultados experimentales demuestran que la apariciéon de
los patrones regulares (entonados, como los Illamamos) dependen de la
transmisién sindptica, i, e. depende de la estimulacién proveniente de otras
células, mientras que las células que disparan al azar no. En otras
palabras, disparan espontaneamente. En segundo lugar, se ha reportado la
existencia de cadenas de neuronas y abuntantes circuitos locales dentro del
NSQ (Van den Pol, 1980). Esta observaciéon es consistente con la suposicién

de que existen redes neuronales para el filtraje. Mas a(n, estudios
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inmunohistoquimicos reportan un nUimero muy elevado de sustancias
neuroactivas y conexiones dentro del NSQ (Card y Moore, 1984). La abundancia
extraordinaria de células gliales en el NSQ podria relacionarse con la
importante funcién de regular la composicién iénica del medio extracelular y
por lo tanto poder cambiar los pardmetros del filtraje. Esto es sumamente
importante para' la obtenciéon de un reloj flexible y adaptable. Por uitimo,
el valor de g calculado por la simulacién numérica que da la frecuencia de
las sefiales filtradas es de 0.0lto (0.75 mseg.) (Ver Apéndice I). Este valor
coincide con los tiempos que tardan las sefiales para cruzar la sindpsis
medidos experimentalmente (0.5 - 1.0 mseg, Martin, 1977; 0.3 - 5 mseg, Kndel

et al).

Como trabajo a futur;o, nos proponemos estudiar las relaciones
entre los patrones de disparo de las neuronas y sus caracteristicas
topolégicas, morfolégicas y neuroquimicas para un mejor endendimiento de la
fisiologia del NSQ. También es importante investigar los efectos de cambios
de la composicibn quimica del medio extracelular, en particular, las
concentraciones de ijones que afectan los procesos sindpticos y comparar con

las predicciones que genera el modelo.

LLos experimentos de administrar TTX en el NSQ hechos por Schwartz
et al (1987) demostraron que los potenciales de accién son esenciales para
la expresién de los ritmos circadianos conductuales. (Ver la seccién 1. 4). |

Pero, co6bmo participa la actividad eléctrica del NSQ en la generacion del
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reloj? El hecho de que después de suspender la infusién de TTX, se regrese
al ritmo circadiano medido y la fase del ciclo circadiano continda coh la
misma pendiente del corrimiento espontaneo observado antes de la perf‘usién,.
hace que uno sospeche de la participacion de la actividad eléctrica en el
mecanismo del reloj. Aquf qufsiera especular sobre una alternativa que es

teéricamente posible,

Supongamos que existe un mecanismo general que mide el tiempo
absoluto dentro del organismo. Este mecanismo es una funcién monétona (no
oscilatoria) del tiempo. Por ejemplo, vemos un sujeto y estimamos su edad
sin saber nada de su pasado. La estimacién no depende de si la hacemos en el
mediodia o en la media'noche. Hoy uno es mas viejo que ayer y lﬁaﬁana sera
mas, inequivocamente. Esta observacién parece muy trivial pero revela que
dentro de cada organismo hay un mecanismo que memoriza irreversiblemente el
tiempo. Este mecanismo, que mide el tiempo, tendria poder sobre un mecanismo
traductor, que es el reloj biolégico que mide el tiempo relativo. La
actividad eléctricé podria desempefiar la funcién de este traductor. Las
redes neuronales del NSQ tienen salidas de muchos osciladofes infradianos
(los patrones .de disparos entonados) de orden de magnitud de varios Hz.
Estos osciladores se acoplarfan para producir las oscilaciones circadianas
de una manera andloga de la produccién de la frecuencia modulada. Estas
oscilaciones podrfan ocurrir con perfodos diferentes pero alrededor de 24
horas. El mecanismo que mide el tiempo absoluto pondria la fase de estas

oscilaciones tomando en cuenta tanto tiempo absoluto como la informacién
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fética que obtiene del medio externo. Esta especulacién podrfa ser simulada

tedricamente.

1V.2.5 Comentarios sobre las caracleristicas y las limitaciones del

Modelo Tebrico.

El modelo tedrico surge de la necesidad de explicar los diferentes
patrones de disparo de las células de NSQ, sin embargo, puede enmarcarse
dentro de una filosofia mas general: La Naturaleza necesita un reloj que sea
durable (por lo menos toda la vidé del animal), regulable (adaptable a los
cambios externos imprevistos), regenerable ( que se pueda reparar) y
preciso. Es posible disefiar tal aparato con muy pocas componentes (de hecho
s6lo dos), pero esto no serfa deseable, ya que la falla de una de ellas
bastarfa 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 érgano responsable de generar
la oscilacién circadica conste de partes esencialmente redundantes. Una
evidencia de esto es la persistencia de los ritmos en lesiones extensas,
pero parciales del NSQ. AGn mas, dentro de la misma filosofia, podemos
esperar que esta fnultitud 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 caracteristicas morfolégicas de las células del NSQ, tales
como el tamafio pequefio de las neurcnas y la alta densidad de ellas sugieren
una alta eficiencia computacional, es decir, una grén variedad de elementos
en un espacio disponible con un gran nimero de conexiones interneuronales,
con la caracteristica que, otra vez, una conexién en particular no juega un
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 nimero y calidad de las componentes, ni de una configuracién
o circuito de neurcnas en particular. Nuestro modelo tiene esas
car‘acterfsticas, ya que las células generadoras de las sefiales son muy

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

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

que las vias de conexién interneuronales son fijas en el espacio o en el

tiempo. Los calculos se llevaron a cabo en un circuito en serie uUnicamente
por simplicidad y pafa ilustrar que la respuesta experimental puede
obtenerse, pero otros circuitos mas complicados no pueden ser descartados Yy
tendrian el mismo tipo de comportamientos. Simulaciones numéricas mas
complicadas podrian llevarse a cabo, pero a falta de un soporte experimental
que sugiera el tipo de interacciones entre neuronas, este esfuerzo no seria

vdlido ni util.
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Otra caracteristica que tiene el modelo es que, a fin de cuentas,
no depende de la aparicién de los potenciales de accién para su
funcionamiento. Esto es porque la esencila del modelo es proponer la
existencia de procesos de filtraje en una red neuronal en el NSQ. Este
proceso de filtraje sélo 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 sinapsis quimica.
Entonces el modelo .sugiere una participacion sindptica en la comunicacién de
sefiales, que tiene que ver con el medio quimico, 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 relo] (ni del modelo), sino
que es necesaria como un eslabén para transmitir la oscilacién generada a
los efectores. Esto estarfa de acuerdo con los experimentos de aplicacién de
TTX: el bloqueo de los canales de sodio elimina los potenciales de accion
(que se suponen necesarios para la manifestacion de ritmos), pero no los
procesos de la transmisién sindptica quimica, 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 glia en el NSQ. Se
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sabe que en general las células gliales regulan la qufmica del medio
ektracelular, por lo tanto esto sugiere que el mecanismo del reloj necesita
de una regulacién precisa de la composiciéon quimica de este medio. Esto esta
de acuerdo con la conclusion 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
conclusion que hizo Moore recientemente (1992): "El NSQ parece que esta
compuesto de osciladores neurales individuales y probablemente neuronas no
osci_ladores. Estos elementos se acoplan para formar una red que expresa la

sefial circadiana.”

L.as limitaciones del modelo son multiples, por ejemplo. no es

capaz de dar una respuesta a la pregunta de jcémo se genera la oscilacién

circadiana?. Aunque uno puede imaginarse la creacién de un ritmo circadiano
a partir de osciladores ideales, el modelo no explicé la forma en que esto
puede llevarse a cabo. Puede concluirse que el modelo no explica los ritmos
circadianos, sino que sélo pretende explicar de una forma légica y coherente

la aparicién de células entonadas a partir de procesos al azar,

Otra desventaja es que, a pesar del poder predictivo del modelo,
no es féacil extenderlo a explicar caracteristicas fisiologicas reales del
NSQ. Por ejemplo, una prediccién del modelo es que si se cambia el medio
quimico se puede variar la frecuencia de entonaciéon de las neuronas, pero

desafortunadamente, sin un conocimiento experimental sobre la accién de
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ciertas substancias en los procesos sindpticos, es muy dificil convencerse
de la validez de las predicciones. Mas experimentos son necesarios para

corroborar la validez de las hipétesis en las que el modelo se basa.
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V DISCUSION GENERAL Y CONCLUSIONES
LLas investigaciones sobre los ritmos circadianos tradicionalmente
han presentado principalmente dos frentes: 1) andlisis de las propiedades
formales de la sincronizacién y de los ritmos circadianos en corrimiento
equnténeo y 2) analisis de los mecanismos fisiologicos y componentes
anatomicos participantes en la generacién y trasmisién de estos ritmos. En

el segundo punto se ubica este trabajo.

Quizas el concepto heuristico mas influencial que gufa la
investigacién en este campo es la hipotesis general de que la porcién
cronométrica del sistema circadiano de organismos complejos consiste en
osciladores multiples. Estos osciladores se acoblan tanto jerdrquicamente
cbmo no jerarquicamente (mutuamente) (Moore-Ede et al, 1982; Pittendrigh,
1974; Pittendrigh & Daan; 1976). Vista de esta manera, la organizaci6n
circadiana en conjunto podria ser la produccién de la interaccién de varios
subsistemas oscilatorios que normalmente estdn acoplados, pero que pueden
desacoplarse experimentalmente. Cada subsistema oscilatorio podria estar
formado por multiples osciladores no circadianos, y, el resultado de su
acoplamiento produciria una oscilacién circadiana. El subsistema oscilatorio
que estd en la cima de la jerarqufa lleva Ja funcién del marcapaso y los
subsistemas mas bajos jerarquicamente proporcionarian informacién de tiempo

a los sistemas efectores que expresan las funciones ritmicas.
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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
distribucién 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
lesiéon unilateral del NQS (Picard y Turek, 1982), en el sentido de que los
NSQs contralaterales podrifan funcionar como dos unidades oscilatorias

independientes y acopladas en condiciones de sincronizacion.

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 previamehte en la literatura. Aqui se reporta por primera vez un‘
nuevo tipo de patrén de disparo {(arménico) encontrado por el andlisis de
distribucién de Intervalos entre espigas. Propusimos un modelo neuronal para
explicar la existencia de estos patrones de disparo dandole funciones
fisiolégicas para generar osciladores infradianos. Estos osciladores podrian
servir, eventualmente, para la generacién de osciladores circadianos.

_La ventaja principal de nuestro modelo sobre los demas modelos
matematicos 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 parémetros
que usamos en las simulaciones tienen sentidos fisico y fisiolégico. Este es

un enfoque anatomofisiolégico mientras los demdas modelo carecen de la base
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anatornofuncional.

Un modelo tedrico tiene dos propésitos generales: simular procesos
bajo condiciones que ya se han estudiados experimentalmente para saber si el
modelo representa adecuadamente el mayor numero posible de hechos conocidos,
y simular los procesos bajo condiciones alin inexploradas experimentalmente
para establecer predicciones (hip6tesis) por comprobarse experimentalmente,

(Zhang, 1988).

En este sentido, podemos concluir que:
l.- Existen tres tipos de patrones de disparos cualitativamente
diferentes en el NSQ in vitro. La existencia de estos tipos tiene un sentido

fisiolégico.

2.~ Proponemos un modelo para explicar la relacién funcional de estos
tipos de patrones de disparo celulares. Este modelo representa adecuadamente
los componentes neuronales y sus resultados pueden predecir las

caracterfsticas de los datos experimentales.

3.- La consecuencia de esta asociacién funcional, segin el modelo, es
poner a los disparos de algunas neuronas en una frecuencia fija. Una neurona
con una frecuencia de disparo ritmico es un oscilador infradiano que podria
participar la formaciéon de oscilador circadiano de alta precisiéon 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 afectarfan la salida
final. Y también es un mecanismo termodinamico eficiente por que se obtiene
sefiales ritmicas a partir de sefiales 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 todavia es una rama de investigacién
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 podria estar involucrado por lo menos, en la formacién de algunas
enfermedades mentales, Por ejemplo, los sintomas cldsicos de la depresién
implican desordenes ritmicos: la variacion diurna de humor, el insomnio
terminal, anomalfas del patrén de la secrecién de algunas hormonas y la
recurrencia periédica de episodios maniaco-depresivos (Wirz-Justice, 1992).
Desde este punto de vista se puede concluir que el sistema fisiolégico del
cuerpo estd bajo la influencia de sefiales circadianas. Por lo tanto, la
profundizacién del entendimiento de la neurobiologfa del sistema circadiano
es simamente importante sobre el diagnéstico, tratamiento y entendimiento de

numerosos desordenes mentales y fisicos del ser humano.
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VIil. APENDICE
IDENTIFICACION DE to

En la Fig. 1V.9, se observa un maximo de W2(A). Este maximo se

encuentra localizado en un valor A(max) dado por la condicién

a Wza2(A)
a A

derivando la ecuacién (1), se obtiene

—4 e .
n! n!

8w n A" oy A -
ER)

que se anula para n = A. O sea que el maximo en la grafica se encuentra en

At
to

por lo tanto el intervalo mas frecuente es

A=2=
At = 2to

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

tedrico.
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