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RESUMEN

Los ritmos circidicos representan uno de los principales mecanismos de
adaptacion de los seres vivos a su ambiente,

A la fecha, uno de los problemas mas estudiados de la fisiologia circadica ha sido
In bisqueda de las estructuras responsables de la generacion de las conductas ritmicas. Los
resultados, tanto experimentales como fonnales, sugieren la posibilidad de que los
sistemas circddicos en los organismos multicelulares estén compuestos de varios
osciladores y que Ia organizacion circadica de la conducta se derive de las relaciones
integrativas hacia el interior de esos sistemas.

En los mamiferos, el Nicleo Supraquiasmatico Hipotalamico (NSQ) ha sido
identificado como ¢l elemento critico para la expresion de los ritmos circadicos. Sin
embargo, evidencia proveniente de diversas manipulaciones experimentales siguiere la
existencia de diversos gencradores ritmicos en el Sistema Nervioso Central de estos
organismos sin que hasta el momento alguno de ellos haya sido identificado plenamente.

El presente trabajo, apoyado en diversa evidencia experimental tiene como
objetivo determinar si el NSQ de los mamiferos esta constituido por al menos un par de
osciladores circddicos normalmente acoplados entre si.

Para tal fin, se emplearon rcbanadas de tejido hipotdlamico que contenian al
mencionado niicleo, obtenidas de animales sometidos previamente a condiciones de luz
continua durante diferentes periodos ( 0, 4, 15 y 30 dias) con el fin de pronover la
desincronizacion interna, preparadas para registro extracclular multiunitario.

Los resultados obtenidos muestran claras variaciones circadicas en la actividad
eléctrica para cada lado del NSQ. Como resultado del tratamiento experimental se observo
una disminucion en el indice de correlacion cruzada entre ambos nicleos, acompafiada de
una disminucion en la duracion del periodo y de un aumento en el niimero de componentes
con relacion a los controles.

Lo anterior aporta mayor evidencia acerca de la posible existencia de distintos
osciladores circadicos contenidos en ef NSQ, asi como de que la salida rittnica comin sea
resultado de la interaccion coordinada entre ellos.



INTRODUCCION.

Desde sus origenes, la vida en nuestro planeta se ha desarrollado en un ambiente
fisico caracterizado por notorios cambios periddicos en la disponibilidad de diversos

recursos, entre los que sobresaten la cantidad de luz y calor en su superficie (figura 1).
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Fig. 1. La rotacion anual de 1a tierra al rededor del sol y de su propio cje determinan los patrones de luz-
obscuridad a los cuales se exponen las diferentes regiones del plabeta y deferminan 1a duracién media del
diay la noche en las diferentes estaciones del afio (Tomado de Moore-Ede et al, 1982).

La constancia de estas fluctuaciones, derivadas del movimiento de la tierra y la

luna con respecto al sol, y su predictibilidad, han provocado que la seleccion natural



impulse la permanencia y el desarrollo de una capacidad innata de prediccion temporal de
particular relevancia en los diversos ecosistemas (Aschoff, 1981, Pittendrigh, 1960; Rusak
1979, a y b). El resultado de este proceso, se refleja en la incorporacion de programas
anticipatorios para el control sitmico del metabolismo y la conducta en los sistemas
cucarioticos (Arechiga, 1976, Pittendrigh, 1960, Moore, 1983. Figura 2).

Estos programas temporales estan basados en las oscilaciones cléctricas y
metabolicas generadas espontineamente por un grupo o grupos de células cuyo periodo
de oscifacion es cercano al ciclo ambiental en el que se desarrollan los diversos
organismos. Estas oscilaciones en la materia viva reciben el nombre de ritmos biotogicos
(Bunning, 1963).
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Fig. 2. Los diversos organismos poscen un amplio espectro de frecuencias en sus procesos ritmicos. A la
izquicrda de esta figura se inuestra la frecuencia (1/periodo) de algunos ejemplos. Las variaciones de alta
frecuencia incluyen al electroencefalograma, al ritmo cardiaco, al ritmo tespiratorio y al ciclo suefio-
vigilia. Estos ciclos se conocen como ultradianos (procesos con periodos inferiotes a 24 horas), Los ritmos
circidicos estan definidos arbitrariamente como aquellos que presentan periodicidad entre 20 y 28 horas.
Sc muestran dos cjemplos de ciclos de baja frecuencia: ¢l ciclo menstrual y el ciclo estacional de
hibernacién, Ambos ejemplos se conocen comto ritmos infradianos (Tomado de Moore-Ede, 1982).



Los ritmos biologicos pueden ser la respuesta del organismo a una influencia
ambiental (ritmos exogenos) o bien, pueden ser generados por ¢ organismo mismo
(ritmos enddgenos). En estos altimos, una cstructura marcapasos se encarga de generar
una fiecuencia oscilatoria en Jibre corrimiento, fa cual es sincronizada en fase y frecuencia
por uno o mas factores del ambiente (Aschoff, 1981; Pittendrigh y Daan, 1976,
Pittendrigh, 1981; Takahashi y Zatz, 1982).

Cuando la frecucncia de aparicion del ritmo se aproxima a un ciclo ambiental de 24
horas se le denomina Circadico (Halberg, 1960).

De acuerdo a Pittendrigh (1976), para llevar a cabo su papel adaptativo, los ritinos
circidicos requieren que el sistema generador tenga al menos dos caracteristicas
esenciales: 1) que tenga la capacidad de medir el tiempo bioldgico, es decir, que el ritmo
sea generado enddégenamente y con un periodo cercano a 24 horas y, 2) que pueda medir
el tiempo geogréfico, es decir, que bajo condiciones ambientales normales, el periodo del
oscilador endégeno se gjuste al periodo del ciclo ambiental, més importante. De manera
usual, el ciclo luz-obscuridad. El periodo esta compensado con relacion a la temperatura,
lo cual es necesario para un efectivo sistema de medicion de tiempo en poiquilotermos,

Al sistema responsable de medir la ritmicidad circddica se le denomina sistema
circadico. En general, ¢l sistema circddico esta constituido, basicamente, por tres
elementos principales; I) un componente sensorial capaz de inducir la sincronizacion entre
el periodo enddgeno y el periodo ambiental, 2) uno o varios generadores de la seital
oscilatoria y, 3) algunas vias de comunicacion entre el marcapasos y los sistemas que
exhiben los ritmos manifiestos (Figura 3).

Uno de los problemas mas estudiados en la fisiologfa circadica lia sido la bisqueda
de las estructuras responsables de la generacién de las conductas circidicas, A la fecha,
paralelamente con el desarrollo de modelos analiticos, se han comenzado a describir, en
diversos organismos, los substratos anatomicos de estas conductas. En los metazoarios, el

sistema neuroenddcrino ha demostrado ser la principal fuente de las oscilaciones
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biologicas. Los resultados de los estudios experimentales y formales, sugieren que los
sistemas circadicos en organismos multicelulares estan compuestos de muchos osciladores
y que la organizacion circadica se deriva de las relaciones integrativas dentro de esos

sistemas multioscilatorios (Pittendrigh, 1960).

‘ VIAS DE
VIAS DE ACOPLAMIENTO

SINCRONIZACION

. MARCAPASOS SISTEMAS
RECEPTORES SENSORIALES EFECTORES

Fig. 3. El sistema circAdico csta constituido por tres elementos bdsicos interconectados: Un clemento
fotorcceptor que envia informacién al oscilador el cual esta conectado a los sistemas efectores,
bisicamente por dos vias, una neural y otra humoral. Son los efectores los encargados de manifestar
conductualmente los ritmos biologicos.

En tanto que ningin sistema circidico ha sido completamente descripto, es
probable, dada la evidencia, que cl control de los procesos ritmicos ocurra Gnicamente en
“estructuras nerviosas, conclusion que se desprendé de los estudios realizados en

organismos filogenéticamente diversos.



INVERTEBRADOS

Los invertebrados han sido empleados intensivamente en cronobiologia debido
principalmente a lo relativamente simple de su Sistema Nervioso Central, y al gran tamafio
y reducido niimiero de sus elementos celulares. Caracteristicas que han facilitado el estudio

detatlado de las bases celulares y moleculares de los osciladores circadicos.

INSECTOS

En estos organismos, los ritmos circédicos son variados y ocupan una amplia gama
de conductas y funciones fisiologicas: 1a amplitud del clectroretinograma (Wills et al,
1986), la depositacion de ia cuticula en adultos (Wiendenmann et al 1983), 1a eclosion de
pupas (Truman 1974, 1980), Ia actividad locomotora (Truman 1974) y la estrulidacion
(Sokolove y Loher 1975).

Diversas estructuras del sistenta nervioso han sido propuestas como los sitios de
generacion de estos ritmos (Los discos imaginales de los ojos, la corpora allata, la
corpora cardiaca, ¢l ganglio frontal, los tervios 6pticos etc. ) sin que hasta et momento
haya sido piosible encontrar un solo sitio generador (Truman 1972). Por ejemplo, en varias
especies de cucarachas, se ha demostrado que fa lesion de ambos lobulos dpticos, de sus
tractos o del ganglio subesofagico aboten la ritmicidad Jocomotora (Nishiitsutsuji-uwo y
Pittendrigh, 1968, Roberts, 1974; Sokolove, 1975; Weber 1985).

En las polillas Antherea y Cecropia la extirpacion del gangtio cerebroide, no altera
el patron motor de la eclosion, pero caucela la constancia de su presentacion; es decir,
que un evento que se presenta de manera normal a una hora determinada, sin el control del

ganglio cerebroide puede ocurrir a cualquier hora del dia. La implantacion de un ganglio
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cerebroide en un animal amitmico por 12 extirpacion de este érgano, restituye el ritmo, y la
eclosion ocurre a 1a hora que hubiera correspondido a la especie del donador. Estos
resultados aporian importantes datos sobre la participacion de diversas estructuras con
funcidn secretora en el proceso de acoplamiento entre los osciladores'y los efectores

(Truman, 1974, 1980).

CRUSTACEOS

Al igual que en los insectos, en este grupo, encontramos que las estructuras
relacionadas con la vision y algunas estructuras secretoras como la glandula sinusal y el
drgano X, han sido implicadas en el control de los ritmos circddicos. Los ritmos
estudiados en este grupo incluyen la actividad locomotora, la dispersion del pigmento de
los cromatéforos, 1a migracion del pigmento ocular, 12 actividad del electroretinograma, la
locomocidn y el metabolismo de calcio y glucosa (Brown, 1961; Arechiga et al, 1973,
Beherens 1974; Page y Larimer, 1975; Arechiga y Naylor, 1976, Chamberlain y Barlow,
1977, 1981; Kaplan y Barlow, 1980).

Mediante la técnica de practicar extirpaciones o lesiones en regiones especificas del
Sistema Nervioso en estos oganismos fue posible detectar que ¢l ganglio cerebroide es
indispensable para el mantenimiento del ritmo circddico de migracion del pigmento
retineano y del ritmo locomoto‘r, sin embargo, el pedinculo ocular también resultd
necesario para ¢! mantenimiento del ritmo locomotor, mienlras que las lesiones en otras
partes del SN no perturban ninguno de los ritmos estudiados.

Mediante lesiones circunscritas al ganglio cerebroide, se ha logrado establecer que
la region mas relacionada con el mantenimiento de la actividad circadica retineana es ol
lobulo 6ptico, sin embargo, el pedinculo ocular gislado mantiene un ritmo circadico de

respuesta a la luz (Barrera-Mera, 1978).
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El hecho de que en los crusticeos el SN se encuentre formado por menos de un
millar de células, ha facilitado el anilisis de los fendmenos celulares implicados en la
funcion ritmica. Esto sucede prncipalmente en lo que al acoplamicnto entre las diversas
estructuras oscilatorias sc refiere. Arechiga y colaboradores (1974) identificaron un
péptido pequelo de cfecto depresor cuya frecuencia de liberacion es circddica,
encontrindose también que diversas neuronas en las que se ha descrito un ritmo circddico
en la actividad eléctrica son susceptibles a la presencia de este peptido por lo que se ha
postulado que las células nerviosas de los crusticeos son sincronizadas a lo largo del ciclo

de 24 horas mediante influencia liumoral.

MOLUSCOS

En este grupo zooldgico es posible observar un incremento gradual en la
complejidad de la organizacion neural, proceso que culmina en los cefalépodos con la
aparicion de mecanismos sensoriales y procesamiento de informacion centralizados muy
similares a aquellos que se observan en los vertebrados.

A pesar de que diversas especics de estos opistobranquios marinos han sido
empleados para el andlisis de los sistemas circadicos in vitro (Aplysia, Jacklet 1969, Bulla,
Block y Wallace, 1982, Bursatella, Block y Roberts, 1981, Haemonea McMahon y Block,
1982, Navanax Eskin y Harcome, 1977), Aplysia californica y Bulla gouldiana son las
mas estudiadas, convirtiéndose en los modelos mias inportantes para el estudio de la
generacion ritmica, sincronizacion, acoplamiento entre osciladores y control de conductas

ritmicas por marcapasos circadicos.



Aplysia californica

Este molusco presenta ritmos circddicos en diversos elementos neuronales y en su
actividad locomotora (Strumwasser, 1973, Jacket, 1981).

La R15, una neurona localizada en ¢l ganglio parictovisceral muestra un patrén
caracteristico de actividad eléctrica tanto in vitro como in vive. Bajo condiciones de
obscuridad continua, la actividad espontinea de esta neurona generalmente incluye uno o
dos picos de actividad, por lo que es muy probable que esta actividad represente un
verdadero oscilador circddico (Strumwasser, 1965, 1973). Sin embargo, el hecho de que
R1S resulte sensible a la temperatura y a que el punto miximo de actividad esté
determinado por el tiempo de diseccion permiten dudar lo anterior (Beiswanger y Jacklet,
1975; Audesirk y Strumwasser, 1975).

En este organismo se ha encontrado que cada uno de los ojos es capaz de
mantener, en forma independiente, un ritmo circadico de actividad eléctrica espontinea en
forma de potenciales de accion compuestos (CAP) (Figura 4) los cuales son propagados
por el nervio dptico hasta el ganglio cerebroide. Este potencial de accion puede ser
expresado en total obscuridad y en condiciones de temperatura constante (Jacklet, 1969,
1974). Sin embargo, aun en ausencia de los ojos, el animal sigue mostrando un ritmo
circadico en la actividad locomotora, indicando que, ademas de los gjos, una sefial

temporal es generada en otras regiones del organismo.

Bulla gouldiana

Al igual que en dplysia, los ojos aislados de Bulla muestran variaciones vircadicas
en la presencia del CAP. Pese a los numerosos tipos celulares que existen en Ia retina de
este arganismo, los registros intracelulares de largo plazo (Block et al, 1984., McMahon
et al, 1984), la estimulaci@x selectiva y la reduccion sistemdtica de la retina (Block él al,

1984, Block y McMahon, 1984) indican que el ritmo circidico en el CAP es ef resultado



de la accion conjunta de aproximadamente 100 células que residen en la base de la retina:
las neuronas retinales basales (NRB).

Basados en las observaciones de que fragmentos de tejido retinal contienen
neuronas intactas que contimian oscilando circadicamente y en el hecho de que cada una
puede ser sincronizada foticamente, se ha postulado que cada NRB es un oscilador

independiente (McMahon et al 1984, Block y McMahon, 1984, Block y Wallace, 1982).
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Fig. 4. CAP tipico obtenido de registros en ojos aislados y en cultivo de Aplysia. Linca punteada, ojo
izquicrdo, linea sélida, ojo dereclio. En la pante superior s¢ indican los dias en los cuales se reatizo cl

registro (Tomado de Jacklet, 1969).
En otros moluscos, como Navamax (Eskin y Hardcombe, 1977) se ha demostrado

la existencia de ritmos similares a los anteriorniente descritos, lo que indica que esta
actividad y la organizaéibn del sistema circidico pueden tener un patrdn comin en este
grupo.

Es posible sugerir entonces que la integracién de la ritmicidad circadica en

invertebrados se establece mediante el acoplamiento intermo de diversos marcapasos
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distribuidos en todo el organismo. Arechiga (1983) postula la existencia de marcapasos
centrales que reciben y procesan informacion ambiental, transmitiendo después mediante
via humoral o neural esa informacion a uli amplio conjunto de estructuras en las que se
integran las manifestaciones externas de los diversos ritmos, Algunas de estas estructuras
es probable que sean osciladores periféricos capaces de generar de manera independiente

ritmos circkdicos pero jerdrquicamente inferiores a los marcapasos centrales,
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VERTEBRADOS

Principalmente debido a la complejidad del Sistema Nervioso de estos organismos,
la informaci6n que se ha obtenido del estudio de su Sistema Circidico se centra sobre
todo en aspectos anatomicos y en el estudio del acoplamiento entre el o los posibles

oscitadores y en 1as estructuras encargadas de generar los ritmos manifiestos.

AVES

El descubrimiento de que como en los invertebrados, estos organismos posecen
fotorreceptores extrarretinales involucrados en la sincronizacion fotica de la actividad
locomotora y el hecho de que la lesion de la glindula pineal (Gaston y Menaker, 1968)
elimina la actividad locomotora en libre corrimiento, llamé poderosamente la atencion
sobre e} sistema circ&dico de las aves.

Funcionalmente, ef sistema circAdico del ave esta constituido al menos por cuatro
componentes: la glandula pineal, las ojos, ¢! niicleo supraquiasméitico (NSQ), y algin o
algunos receptores cerebrales extraoculares (Figura 5). A pesar de que la importancia de
estos componentes varia entre lag diferentes especies estudiadas, todos tienen 2
caracteristicas en comimn: 1) derivan embriolégicamente de zonas diencefalicas, 2) Son
fotoreceptores o reciben informacion folica de aferentes directas o de estructures
asociadas (Crosby et al, 1962, Menaker, 1982).

En las aves, ambas vias, retinal y extrarretinal, contribuyen con informacion
luminica para la sincronizacién de los ritmos, para detectar el cambio en la longitud del
periedo en libre corrimiento inducido por cambios en la intensidad de la #luminacién y en
Ia induccion de la arritmicidad producida por exposicién prolongada a la luz constante

(McMillan et al, 1975 8, b y ¢).
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MELATONINA
SANGUINEA

RECEPTORES
q{}-ﬁw 1) EXTRARRETINALES

Fig. 5 Modclo de! sistema circddico del ave. La glandula pincal sccrela de mancra activa melatonina
durante Ia noche subjetiva al torrente sanguingo. Esta melatonina es concentrada ea ¢l hipotdlamo donde
inhibe 1a actividad del NSQ, En cuanto la melatonina deja de circular por ¢l torrente sanguineo, Iz
actividad del NSQ se desinhibe y sus odlulas actdan sincronicamente. Los efectos de la luz en cste sistema
son mediados de maners independicnte por cada componente folareceptivo, considerando los gjos y la
glindula pineal (Tomado de Cassone, 1979).

Debido a su funcién como elemento fotoreceptor en animales pioquilotermos y a
su ullraestructura similar a los fotoreceptores de los vertebrados inferiores (Menaker y
Osche, 1974), se sugirio a la glandula pineal como un elemento importante en las vias de
sincronizacian,

La pinealectomia abole el libre corrimiento de la actividad Jocomotora en
estrillidos, fringilidos, ploecidos ( Gaston y Menaker, 1968: McMilllan, 1972: Ebihara y
Kawamura, 1981) y esturnidos (Gwinner, 1974). Su transplante a la cAmara anterior del
ojo en animales lesionados restablece ripidamente el libre corrimiento en obscuridad
continua (Zimmerman y Menaker, 1975). Ziminerman y Menaker (1979) demostraron que
la fase del oscilador podia ser transplantada mediante jos transplantes de glandula pineal.
La fase det animal transplantado correlacionaba altamente con la fase del animal donador y
no estaba relacionada con la hora de la cirugia, sugiriendo entonces que la glandula 'pineﬁl

contiene al menos un oscilador identificable.



La glindula pineal parece estar acoplada hormonalmente por medio de su
secrecion, la melatoning, con e} resto del sistema circddico. Esta hormona muestra un
ritmo circadico tanto en fa glandula misma como en el suero (Ralph ct al, 1974).

Es probable que la wwlatonina sintetizada en [a pineal actie como ageate
sincronizador en lugares alejados del sitio de sintesis.

Si 1a melatonina s aplicada de manera continua en dosis pequefias, el perfodo de
libre corrimiento se acorta y en dosis altas induce arritmicidad (Turek et al, 1970). Las
inyecciones diarias de melatonina sincronizan Ia actividad locomotora en aves
pinealectomizadas (Gwinner y Benzinger, 1978). Todos estos datos implican a la
melatonina en ef control de la actividad circAdica al menos en este grupo zoolégico.

Los ojos estin involucrados como fotorreceptores y también quizh como
osciladores debido a la probable existencia de marcapasos retincales (McMillan et al
1975).

Una estructura homologa del NSQ de mamiferos ha sido descrita por Crosby y
Woodbume (1940) en aves. Hartwig (1974) ha reportado una proyeccion retineal directa
8 esta estructura en Passer domesticus, En vista de las similitudes anatomicas es posible
especular acerca de las similitudes que pudieran existir en los clementos del sistema
circidico entre aves y mamiferos. En este caso es posible que ef NSQ sea un oscilador
localizado fuera de la glandula pineal,

Al respecto se ha observado que fa lesion completa del NSQ produce arritimicidad
en algunos ritmos homwonales y en la conducta de percha cn golondrinas (Takahashi y
Menaker, 1982), en Padda oryzivora (Ebihara y Kawanura 1981) y en la codomiz
japonesa (Simpson y Follet, 1981), mientras que las lesiones parciales producen ritmos
inestables.

Adicionalmente a fos receptores oculares y pineales, ¢l sistema circadico del ave
tiene acceso a receptores extraoculares dentro del cerebro (Menaker, 1968). Aunque con

poca eficiencis, se ha observado en golondrinas enucleadas sincronizacidn con ritmos de
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luz obscuridad (Mc Milan et al, 1975). La fotoestimulacion directa al hipotalamo induce
respuesta periddica en la reproduccion, en la migracion (Yokoyama y Farmer, 1978,
Homma et al, 1979) y en algunas otras funciones que dependen de la organizacion

circidica en diversas aves (Bunning, 1960, Hammer, 1971; McMillan, 1972; Elliot, 1976).
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MAMIFEROS

Iin los mamiferos, of estudio del sistema circadico se ha divido en 3 partes: 1) el
andlisis de las vias de sincronizacion, 2) el analisis del o de los osciladores y, 3) el analisis

de las eferentes.

1) Vias de sincronizacion

En 1972, Moore y Lenn demostraron la existencia de una via monosinaptica de la
retina al hipotélamo en roedores: la via retinohipotalimica (RHP), una via constituida por
axones finos no miclinizados originados cn las células ganglionares tipo W de la retina
(Mason ct al, 1977, Pickard, 1980, 1982) que establecen contacto con el Nicleo
Supraquiasmatico del Hipotilamo (NSQ) y que resulté suficiente para mantener la
sincronizacion en ausencia de otras vias visuales (Klein y Moore, 1979). La lesion
selectiva de esta via produjo la pérdida total de la sincronizacion (Johnson et al, 1988 b).
Johnson y colaboradores (1988 a) demostraron que la RHP también proyecta al drea
hipotalamica fateral, al drea anterior hipotalamica y al drea retroquiasinatica.

Dentro del NSQ Ia proyeccion est4 limitada, en la mayoria de los mamiferos, a la
region central del micleo, caracterizada por Ia presencia de una poblacién de neuronas que
expresan el Peptido Vasointestinal Activo (VIP) aunque también se han observado
contactos dendriticos en los paquetes de neurdpilo provenientes del NSQ que estén
embebidos en el quiasma optico ( Moore, 1973; Cassone et al, 1988),

Las terminales de la RHP poseen contactos sindpticos simétricos y asimétricos

(Guldner, 1976.. 1978a y b). Existe evidencia que sugiere que al menos uno de los
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neurotransmisores de la via es un péptido pequedto: el N-acetilaspanifglutamato (Moftet et
al., 1990).

En 1974 , Swanson y colaboradares v en 1975, Ribak y Peters describieron cl
Tracto Geniculohipotalamico (GHT). Un via bilateral que involucra proyecciones del
nicieo geniculado lateral ventral (NGLv) y cruza a través de los tractos dpticos hasta el

NSQ (Figura 6).

0J0

i~ NERVIO OPTICO

SISTEMA OPTICO ACCESORIO

' TRACTO OPTICO PRIMARIO

_ - NUCLEO TERMINAL
PROYECCION VENTRAL AL NSQ
/52— RADIACION OPTICA

CORTEZA VISUAL

Fig 6. Diagrama dc las vias visuales que proyectan de Ja retina al cercbro. Los nervios 6pticos de cada
retina proyectan hacia ¢l quiasma dptico en In base del hipotdlamo. En este punto se scparan tres
componentes: 1) El tracto retinohipotaldmico (RHT) que termina en el nicleo supraquiasmético (SCN). 2)
El tmcto éptico primario, quc provee Ia cutrada primaria a la corteza visual via el micleo geniculado
lateral (LGN) y las radiaciones épticas. El caliculo superior (SC) y el niicleo pretectal (PTN) tambien
reciben entradas del tracto 6ptico primario y del LGN, El tracto primario también contiene elensentos del
tercer componeute: el sistema dptico accesario, el cual tiene proyecciones difusas a una gran variedad del
tatlo cerebral (Tomada de Moore-Ede, 1979).

. En 1976, Hickey y Spear encontraron una subdivisién de esta vig a la.que
designaron con el nombre de hojuela intergeniculada (IGL) que recibe las proyecciones

bitaterales de la retina. La IGL fue posteriormente descrita como la contenedora de una
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poblacion de neuronas positivas a neuropéptido Y, que proyectan al NSQ en un patrdn
que se sobrelapa a la proyeccion de fa VRH ( Card y Moore, 1982, Mintyh y Kemp,
1983., Moore et al.,, 1985, Harington et al, 1985, 1987; Pickard 1982). La IGL taibién
contiene una poblacion celular rica en encefalina que proyecta a la IGL contralateral via
las comisuras supradpticas (Card y Moore, 1989, Pickard, 1985). La IGL, como el NSQ
contiene neuronas que parecen responder principalmente a fos cambios de luz. La lesian
de la IGL resulta en una disminucion de Ia velocidad de sincronizacion posterior a un
cambio de fase o a una alteracion en el dngulo de fase de} estimulo sincronizador (Johnson
y Mc Knight, 1989, Pickard, 1989) abole la actividad de particion asociados al
alargamiento de la exposicion prolongada a luz continua ( Harrington y Rusak, 1988).

Una tercer aferente estd representada principalmente por un sistema de fibras
serotoninérgicas densas originadas desde el nicleo del raphé medio y del raphé dorsal
(Pickard, 1982, Fuxe, 1965, Nojyo y Sano, 1978). Lista via se sobrelapa con las vizs RHP
y GHP y su lesion produce un cambio en el angulo de fase de la sincronizacion. Otras
aferentes no visuales menos estudiadas, estan originadas en el drea retroquiasmatica, en el
micleo paraventricular hipotalimico, en ¢l micleo taldmico paraventricular, en la corteza
subicular del hipocampo, en Ia porcion ventral del septum lateral, en la substancia gris
periacueductal mesencefalica y en el nicleo dorsal del lemnisco lateral (Swanson y Cowan,
1975). Es probable que estas vias ejerzan control sobre el sistema circadico de nanera
huntoral. De este grupo, quizd la via mas estudiada este representada por la glandula
pineal que produce melatonina y que es capaz de inducir sincronizacion (Cassone et al,
19864, b). Los receptores a melatonina son encontrados en eltas concentraciones en el
NSQ (Weaver et al, 1989) lo que sugiere un papel importante de esta hormona en la

sincronizacion,
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2) Marcapasos

El Nucleo Supraquiasmitico (NSQ) se ha identificado como ¢l elemento critico
para la expresion normal de varios ritmos circddicos en mamiferos (Menaker y Binkley,
1981; Menaker ct al, 1978, Moore, 1979; Moore, 1983; Moore-Ede et al, 1982, Sato y
Kawamura, 1984; Turek, 1985, Figura 7).

CUERPQ CALLOSO PINEAL

NIVEL DEL

CORTE CORONAL ! CORTEZA

COMISURA ANTERIOR

= CEREBELO

’ |
QUIASMA OPTICO . HIPOTALAMO

CORTE2A

VENTRICULO LATERAL

1l VENTRICULO

HIPOTALAMO

QUIASMA OPTICO

Fig 7. Localizacién en el cercbro de un primate del nicleo supraquiasmitico. A) corte sagital y B) corte
coronal. E! micleo supraquiasmdtico se encuentra sobre ¢l quiasma dptico y lateral al tercio anterior del
tercer ventriculo (Tomado de Moore-Ede, 1979).
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La lesion completa de este nicleo (Menaker et af, 1978) causa la pérdida total ¢
irreversible de distintas variables fisiofogicas y conductuales ritmicas en roedores, tales
como la actividad locomotora (Meijer y Rietveld, 1989; Drucker et al 1984; Rusak y
Zucker, 1979; Rusak, 1977, Stephan y Zucker, 1972; Stetson y Watson-Whitmyre, 1976,
Mosko y Moore 1979 a y b), la ingesta de agua y afimento (Boulos ¢t al, 1980; Nagai et
al, 1978, Nakagawa et al, 1979, Stoynev et al, 1982; Van den Pol y Powley, 1979,
Stephan y Zucker, 1972), la actividad sexual (Eskes, 1984; Sodersten et al, 1981), la
sintesis y secrecion de diversas horntonas incluyendo a la corticosterona adrenal (Moore y
Eichler, 1972), la hormoma adrenocorticotropica -ACTH- (Assenmacher, 1982), la
melatonina (Klein y Moore, 1979), la prolactina (Bethea y Neil, 1980; Kawakami et al,
1980) y las gonadotropinas (Samson y McCann, 1979), asi como las manifestaciones
conductuales y electrofisiologicas del ciclo suefio- vigilia (Eastman et al, 1983a y b,
Hanada y Kawamura, 1981) asi como los correlatos entre e} ciclo estral y el fotoperiodo
(Rusak y Morin, 1976, Rusak y Zucker, 1979b), lo que sugiere que otras zonas del
cerebro no tienen la capacidad de reorganizarse y suplir la funcién que desempeiia el NSQ.

Otras manipulaciones no destructivas como la estimulacion quimica demuestran
que la manipulacion de la actividad neuroquimica de! NSQ altera por completo la
expresion de los ritmos circddicos causando retrasos y avances de fase (Rusak y Groos
1982; Albert y Ferris, 1984).

El NSQ posee ritmicidad espontanea en el disparo neuronal in vive e in vitro y en
Ia tasa de utilizacion de glucosa también en ambas condiciones (Inouye y Kawamura,
1979; Schwantz et al, 1980., Schwartz y Gainer, 1972., Fuchs y Moore, 1980., Groos y
Mason, 1978., Shibata et al, 1982; Groos y Hendricks, 1982; Green y Gillette, 1982;
Shibata y Moore, 1988, Newman y Hospod, 1986; Figura 8).

Los transplantes de NSQ fetal pueden inducir la recuperacion funcional de

anintales arritmicos ( Drucker Colin et al 1984, Sawaki y cols, 1984, Aguilar y cols, 1986,
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Lelman y cols, 1987, de Coursey 1989, Ralph y Lehieman 1990, Aguilar y cols, 1992 a, b;
Figura 9), lo que sugicre que ol NSQ es el principal oscilador circddico en el SNC de los
mamiferos.

Anatomicamente, ¢l NSQ esta constituido por dos acumulaciones de
aproximadamente 8,000 a 13,000 células pequefias (de 8 a 10 um de didmetro)
densamente empaquetadas y localizadas bilateralmente en el hipotalamo ventral anterior
(Aguilar y Drucker Colin 1987), en la base del tercer ventriculo el cual lo divide en su
parte dorsal. Estd limitado medialmente por el tracto infundibular y el receso optico del
tercer ventriculo, ventralmente por el quiasina optico, dorsalmente por la porcién anterior
del micleo periventricular y ocupa una posicion anterior a otros micleos hipotalamicos
(Paxinos y Watson, 1982). Una zona libre de células de aproximadamente 60 pm separa al

NSQ medial de la pared del 111 ventriculo.
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-Fig 8 Grifica que muesira la actividad circddica de la éptum de 2-deoxiglucosa enel NSQ' de la rata
(Cortesia de Escandon y Aguilar-Roblero, 1994). ‘
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La estructura lateral del NSQ estd pobremente definida. Los limites rostral y
caudal estdn constituidos por las éreas preopticas y retroquiasmaticas. En la porcion
medial el NSQ invade la parte dorsal del quiasma optico en una region caracteristica
formada por algunos somas y neurdpilo (Guidner 1985). Preparaciones realizadas con
microscopia electronica muestran que la longitud dorsoventral, mediolateral y rostrocaudal
del NSQ en la rata es de 360 , 450 y 750 pm respectivamente (Guldner 1983), el volamen
unilateral del mismo nicleo es de 0.064 mm cubicos. El NSQ es ovoide pero presenta

formas irregulares en otras especics (Lydic y Schoene 1980, Lydic et al 1982).
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Fig 9. Grifica doble que representa la distribucion temporal de la ingesta de agua de 6 ratas mantenidas
cn condiciones luz-obcuridad 12:12. En la parte inferior de la grafica s representa con una barra negra ¢l
periodo de obscuridad y con una barra clara ¢l periodo de luz. En el panel A se absetva la conducta de Jos
animnales previamente a una lesidn del NSQ. B) La conducta de los mismos animales post lesién. La

periodicidad de la conducta s¢ ha perdido. C) 8 semanas despuds del transplante (Tomado de Dsucker-
Colin et al, 1984).
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Esparcidas entre las neuronas se cncuentran abundantes células astrogliales

(Moore, 1983) en una proporcion de | por cada 3 neuronas (Guldner, 1983, Figura 10).

————

: 100pm

Fig 10. Micrografia de uit corte coronal del cercbro de una rata donde se observa un cimulo denso de
células que representan al NSQ (indicado por flechas). 3V, Tercer ventriculo. OC, Quiasma dptica. SO,
Nucleo supradptico (Tomado de Drucker-Colin ct al ,1984),

Se han identificado niimerosos neurolransmisores en el NSQ de la rata y el hamster
(Card y Moore 1984). Estos neurotransmisores pueden ser sintetizados dentro del NSQo
provenir de otras regiones del SNC (Van den Pol y Tsujimoto, 1985). Los
neurotransmisores endogenos del NSQ son la vasopresing, la neurofisina (Sofroniew,
1980), la Lomtbesina, ln gastrina, el GAD (Van den Pol y Gores, 1986) el peptido
vasointestinal activo (Card y cols, 1581) y ¢l GABA, los neurotransmisores de origen
externo presentes en alta cantidad incluyen al polipéptido pancredtico de ave (APP) a la
serotoning, al neuropéptido Y, al glutamato y al aspartato, los cuales pueden provenir de

las diferentes aferentes el NSQ (Card y cols, 1983, Moore y cols, 1984) otros
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nevrotransiisores presentes en fos uxones del NSQ son [a dopamina, la norepinefiina y la
cpinefrina cuya densidad dentro y fuera del niicleo es la misma (Van den Pol 1986). La
colecistoguining, la prolactina a substancia P y la hormona liberadora de la tirotropina han
sido detectadas en pocos axones fuera del NSQ (Van den Pol y Tsujimoto, 1985).

Las caracteristicas estructurales finas y la distribucion inmunohistoquimica en las
diferentes subpoblaciones neuronales varian en el aspecto rostrocaundal y mediolateral del
NSQ (Card y cols, 1981), encontrando vasopresina y neurofisina en las regiones dorsales
(Buijs et al 1978, De Vries et al, 1981, Kawata y Sano 1982, Krisch 1978, Sofraniew y
Weindl, 1980, Ueda ct al, 1983, Vandensande ct al, 1975, Van Lecuwen ct al, 1978,
encefalina en pocas nearonas (Finley et al, 1981, Moore 1983), péptido vasointestinal en
las dreas ventrales (Card et al 1981, Kiss et al, 1984), estradiol en las dreas laterales (Pfaft’
y Keiner 1973), LH-RH en el NSQ del conejo (Barry 1976, Daikoku et al, 1982) y
Substancia P en aves (Gamlin ¢t al 1982)

El NSQ esia subdividido en diversas zonas de acuerdo a fa existencia de diversos
quimicos (Van den Pol, 1980; Card et al, 1981; Van den Pol y Tsujimoto, [985). La
region de VIP también contienc neuronas que tienen el péptido liberador de gastrina (Van
den Pol y Tsujimoto, 1985). La region que no recibe la entrada de fibras de VHR se
caracteriza por contener una gran poblacion de neuronas productoras de VP y también
contiene pequefias cantidades de somatostating, cncefalina, péptido natriuretico atrial y
nevronas productoras de angiotensina (Van den Pol 'y Tsujimoto, 1985; Cassone et al,
1988; Watts y Swanson, 1987), dkmnura y colaboradores (1989) sugieren que casi todas

las neuronas del NSQ son productoras de GABA (Figura 11).
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Fig. 11. A) Localizacion relativa de neurotransmisores y peptidos en el NSQ. B) Dibujos en camara
lucida de inmunocitoquimica contra algunos peptidos entres diferentes nivelss del NSQ- C)

1 NSQ (Modificado de Van den Pol, 1993).
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3) Eferentes

Las vias neuronales eferentes del NSQ se organizan en 4 grupos principales, a
saber: 1) Un plexo de fibras que se dirige dorsal y caudal al NSQ entre el nicleo
periventriculir y ¢l area hipotalimica anterior. Estas fibras terminan ipsilateralmente en la
parte ventral posterolateral del nicleo paraventricular en una  zona llamada
subparaventricular. Otras fibras se contintan dorsalmente a partir de esta zona y terminan
en la region mediodorsal del niicleo talimico paraventricular, un pequefio nimero de fibras
divergen rostralmente a la fimbria y al nicleo triangular del septum, la mayoria de estas
fibras se contindan caudalmente al espacio ventral del nicleo habenular lateral.

2) Un haz de fibras que cruza ventral y caudalmente a través del hipotalamo basal,
conccta al NSQ con ¢l nicleo arcuato, la eminencia media y los nicleos ventromedial y
dorsomedial del hipotalamo. Un componente més lateral se continda al nicleo mamilar
prelateral, algunas fibras cruzan a través del complejo miamilar al drea ventrolateral
interpeduncular. Algunas fibras mediales viajan dorsalmente y caudalmente en la region
periventricular hasta el mesencéfalo en la substaacia gris central,

3) La via rostral consiste en fibras que terminan en la parie ventral del &rea
predptica medial, en el micleo periventricular anteroventral, en el nicleo septal lateral
intermedio, en la continuacion preoptica def nicleo del lecho de la estria terminalis, en el
ndcleo paratenial y en la parte rostral del nicleo paraventricular del talamo.

4)Las fibras que salen lateralmente terminan en el NGlv, otras fibras viajan
lateralmente y dorsalmente al quiasma aptico algunas de estas fibras se continan de una
region pobre en células dorsales al nicleo supradptico asi como dentro del micleo
supradptico, otras fibras llegan al talamo dorsomedial al nacleopariventricular del télamo y
al micleo del tracto solitario (Watts y cols, 1987g, Stephan y cols, 1981, Kucera y Favrod,

1979, Figura 12 y 13).
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Figura 12. EINSQ en la rata.

A) Vias aferentes. 1) Tracto Retino Hipotatimico. 2) Tracto geniculo-hipotaldmico. 3) Fibras provenientes
del rafé medio dorsal. 4) Fibras provenientes del rea retroquiasmitica, del nicleo paraventricuiar
talimico, de la corteza subicular del hipocampo, de fa porcién ventral del seplum lateral, de la substancia
- gris periacueductal mesencefalica y del nicleo dorsal del lemnisco Jateral.

B) Vias eferentes. 1) Fibras que terminan en 1a parte ventral del nicico habenular lateral. 2) Flbr\s
ventrocaudaies que conectan con otros nicleos hipotaldmicos terminande en Ja substancia gris
mesencefilica, 3) Via dorsal que ficga al nicleo paraventricular def tdlamo. 4) Fibras laterales que llegan
al micleo geniculado lateral.

1) Corte horizontal. b) Corte sagital. ¢) Coric coronal
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EL SISTEMA CIRCADICO EN MAMIFEROS: UN
COMPLEJO MULTIOSCILATORIO?

Si bien la investigacion en cronobiologia ha sido desarrollada tradicionaimente
desde dos enfoques, el analisis de las propiedades formales de los ritmos y el anélisis de los
mecanismos fisioldgicos y substratos anatdmicos que les subyacen, se ha logrado un
substancial avance en la comprension de estos mediante la sintesis de ambos.

Quizé ¢l concepto que més influencia ha tenido en esta drca integrativa es la
hipotesis gencral que plantea la existencia, en organismos complejos, de osciladores
circadicos multiples, y que estos osciladores estin coordinados por relaciones jerdrquicas
y no jerdrquicas ( Pittendrigh, 1974; Menaker, 1974. Figura 13).

De esta manera, la organizacién circadica se ve como el producto de la interaccion
entre subsistemas oscilatorios normalmente acoplados que pueden ser experimentalmente
disecados. Asi, los osciladores en la cima de este sistema jerarquico son llamados
osciladores maestros o marcapasos, mientras que aquellos situados por debajo son
llamados osciladores esclavos. De los primeros, depende la coordinacién interna del
sistema, de los segundos, las sefiales de tiempo para los sistemas efectores que comandan
jos ritmos manifiestos.

Hasta el momento, existen diferentes lincas experintentales que soportan esta
hipotesis, sin embargo, cada una es de especial relevancia para algin aspecto en particular:
algunos fendmenos soit sugestivos hacia un acoplamiento jerdrquico, otros, hacia un
sistema oscilatorio multinivel,

Normalmente, las relaciones de acoplamiento entre los posibles osciladores que

constituyen un sistema circadico, son suficientes para mantener la coordinacién intema del
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sistenta circidico y por lo tanto para mantener la coherencia con las funciones manifiestas.
Sin embargo, ciertas condiciones como 1a luz brillante, ciertas lesiones y algunas drogas y
hormonas promueven la ocurrencia de estados de desorganizacion interna en los cuales se
rompe el acoplamiento entre los diversos constituyentes del sistema circadico. En estas

condiciones la naturaleza multiconstitutiva del sistema se evidencia.

MODELO 1 MODELO I MODELO 1it

gsTMuLo () EstimuLo " (¥)  ESTIMULO .
EXTERNO .~ |  EXTERNO, - EXTERNO ™
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Fig. 13 Tres modelos tedricos de la posible organizacion del sistema circidico en mamiferos. E1 modelo 1
propone un sistema jerarquico con un' oscilador maestro (p) y diversas estruciuras con capncidaﬂ
oscilatoria (A,B,C.D,y E), mientras que ¢l ntodelo 2 propone un oscilador maestro (p) y varios osciladores

subordinados (A,B,C,D y E). El modelo 3 propone un sisiema multioscilatorio no jerarquico.
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Existen varias formas por las cuales un sistema constituido por varios elementos
puede ser integrado. Los osciladores pueden estar jerarquicamente acoplados, esto es, uno
subordinado a otro. Pueden también funcionar en paralelo y entonces mostrardn
acoplamiento mutuo. En mamiferos, un gran nimero de trabajos sugieren que ef sistema
circadico consiste de méas de un oscilador que mantiene ambos tipos de relaciones entre
osciladores (Pittendrigh et al 1960, 1981; Winfree, 1967, Kawato y Susuki, 1980; Moore
Ede ct al, 1982, Rosenwasser y Adler, 1985).

A continuacion se mencionardn las principales evidencias de lo anterior.

DESINCRONIZACION INTERNA

E! fenomeno que mejor muestra ¢l hecho de que probablemente los diferentes
ritmos circadicos dependan de diferentes osciladores es la desincronizacion interna, en la
cual las diferentes manifestaciones ritmicas muestran diferentes periodos (Aschoff y
Weber, 1981; Aschoff' 1980; Czeisler et al, 1980; Weber 1979). En este estado las
relaciones de fase internas se pierden. La desincronizacién interna es cominmente
observada bajo condiciones de libre corrimiento (desincronizacién interna espontanea)
pero también puede ocurrir bajo regimenes de -sincronizacion que sincronizan
exitosamente algunos ritmos pero no otros {desincronizacion interna forzada, Folkard et
al, 1983, 1984, 1985, Weber, 1979). La existencia de este fenémeno parece indicar que
los diferentes ritmos manifiestos dependen de sistemas oscilatorios que son al menos,
parcialmente distintos (Moore-Ede, 1983). En lo que respecta a la desincronizacién
interna forzada, la evidencia mis consistente ha sido obtenida solamente en primates

humanos y no humanos (Gander, 1985; Moore-ede et al, 1979; Sulzman et al, 1977).
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Un tercer fenomeno relacionado lo constituye la desincronizacion interna
transitoria. Esta ha sido observada durante el periodo de ajuste posterior a un avance de
fase en el ciclo luz-obscuridad (Figura 14).

A diferencia de la desincronizacion interna espontanea y la forzada, la
desincronizacion interna transitoria, ocurre tanto en primates (Moore-ede y Sulzman,
1981; Moare-ede et al 1979; Sulzman et al , 1979) como en roedores (Finkelstein et al,
1978; Zucker y Stephan, 1973). En contraste con la ocurrida espontdncamente, la
transitoria probablemente refleje vel desacoplamiento temporal entre los osciladores
multiples y el marcapasos que normalmente fos sincroniza (Moore-ede, 1982),

Por otro lado, estudios con lesion sugieren que diferentes ritmos circadicos pueden
depender de diferentes marcapasos. Independientemente de la evidencia que apoya al NSQ
como ¢l imico oscilador maestro demostrado en mamiferos, algunos ritmaos circadicos
petsisten normalmente a pesar de su lesion total, lo que no indica que estos puedan
depender de otros osciladores diferentes del NSQ, por ¢jemplo, en monos el ritmo del
contisol no es afectado por la lesion del NSQ (Reppert cf al , 1981), al igual que el ritmo
de temperatura (Albers et al, 1984 a y b). En otros organismos, la evidencia es

contradictoria (Dunn et al 1977, Eastman et al, 1983a y b; Stephan y Nunez, 1977).

HORADEL DIA
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Fig 14, Desincronizacion interna entre los ritmos de actividad y lemperatura corporal de un humano
mantenido en astamiento temporal. Los episodios de descanso (Barras horizontales) y los de temperatura
corporal (barras satteadas) {ueron slacronizados a un periodo de 24 horas y posteriormente sujetos a
obscuridad continua. Estan internamente desincronizados (Tomado de Stephan y Nunez, 1977),
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RITMOS ANTICIPATORIOS DE ALIMENTO

En roedores, Ia evidencia mas directa de 1a existencia de osciladores miltiples
proviene de los experimentos sobre los efectos de la exposicion del organismo a esquemas
de acceso fimitado de alimento. Boulos y colaboradores (1988) y Gibbs (1979)
demostraron que el sistema circadico clasico (sincronizado por luz) no es sincronizado por
los esquemas de alimentacion. Sin embargo, ante la exposicidn a un esquema de
alimentacion circadico, el roedor desarrolla un componente *“anticipador” caracterizado
por incrementos en la actividad pocas horas antes del periodo de alimentacion (Edmond y

Adler, 1977 a y b; Honma et al, 1983; Stephan et al, 1979 ay b; Boulos et al, 1980; Figura
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Fig 15. Ritmos anticipatorios de alimento en animales intactos. La barra negra indica el momento en ¢l
que fuue proporcionada 1a comida. Se puede observar, en Ia grifica de lineas, la actividad anticipatoria del
animal representada por la presion de una palanca (Tomado de Stephan et al , 1979a).

La evidencia disponible sugiere la participacibn de mecanismos temporales
funcional y anatomicamente diferentes al marcapasos sincronizado por la luz
(Rosenwasser y Adler, 1986). A diferencia de los ritm(;s sincronizables foticamente, los
ritmos “alimentarios™ muestran un rango muy limitado de sincronizacién cercano a 24 o

12 horas (Bolles, 1965; Boulos et al, £980; Bollesy Moot, 1973).
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El ritmo de alimentacion puede mostrar diferente periodo al mostrado por los
ritmos {oticos (Aschofl et al, 1982; Boulos et al, 1980; Giblis, 1979). Persiste y muestra
idéntico comportamiento atin después de lesiones totales del NSQ (Boulos, 1980; Clarke y
Coleman, 1986; Stephhan, 1981, 1986).

Inouye (1982), Krieger (i980), Mistiberger y Rechtschaffen (1984) y Bernadakis
(1989) han demostrado que la lesion del hipotdlamo ventrolateral (VMH) clinina los
ritmos anticipatorios de alimento. Es posible entonces, sugerir la presencia de un oscilador
energético localizado en estructuras normalmente involucradas en cl balance de energia,

conto el VMH (Suda y Sato, 1979).

PARTICION

Normalmente, 1a posible poblacion de osciludores que subyacen a cualquier ritmo
acthan en sincronia para producir una expresion ritmica coherente, pero bajo ciertas
condiciones, cierto tipo de desincronizacion ocurre, lo que produce una pérdida de la
coherencia ritmica.

El fenmeno tipo de este grupo de anomalias ¢s la particion (Splitting) en la cual
un ritmo circadico individual se disocia en 2 o mas componentes ritmicos diferentes, cada
uno mostrando diferente relacion de fase (Figura 16),

La particion fue descrita inicialmente en el hamster (Pittendrigh 1960; Earnest y
Turek, 1982; Turek et al, l982).'Después de haberscle sometido por largos periodos de
tiempo a luz brillante continua. Se observd que la actividad locomotora se dividia en 2
componentes, mientras que la transicion a obscuridad continua inducla la répida
recuperacion a un ritnto unimodal.

Cuando ¢l ritmo partido emerge, transita temporalmente por un periodo dé libre
corrimiento para después estabilizarse en una relacion de antifase de 180° (Pittendrigh y

Daan, 1976).
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Fig 16. Diversos ¢jemplos de particién inducidos por Juz constante, La regién sombrada representa fa
exposicion a la luz-obscuridad. El dla cero indica ¢! inicio de Ia exposicion a la luz continua (Cortesla de

Aguilar-Roblero, 1993).

Cada componente puede responder de manera independiente a pulsos de
obscuridad con su respectiva curva de respuesta de fases (Boulos y Morin, 1985; Boulos y
Rusak, 1982).

Se conocen otros tipos de particién, por ejemplo, aquel en el que los componentes
divididos no se estabilizan en antifase, mostrando diferentes periodos de libre corrimiento.
Este se ha obsewfido en ratas (Cheung y Mc Cormack, 1983) y hamsters (Pittendrigh,
1975). También ha sido posible ihducirl'a farmacoldgicamente (Wirz-Justice y Campell,

1982 a y b} y endocrinolégicamente (Gwinner 1974).
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La particion ha sido observada en numerosas especies de vertebrados: Ratas
(Boulos y Terman, 1979; Cheung y Mc Cormarck, 1983), ardiltas (IHoftman, 1971), aves
(Gwinner, 1975; Turek y Gwinner, 1982), lagartijas (Underwood, 1977), peces (Kavaliers,
1979) y en diferentes variables fisiologicas, ingesta de agua y locomocion (Aguilar-
Roblero 1991), alimentacién y autoestimulacion (Boulos y Terman, 1979) y actividad de

rueda (Pickard ct al, 1984).
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PROPIEDADES ELECTRICAS DEL NUCLEO
SUPRAQUIASMATICO

Cuando han implantado electrodos en varias regiones cercbrales en animales en
libre movimiento, se registran claros ritmos en la actividad unitaria y multiunitaria (Inouye
y Kawamura 1979, 1982; Ono et al 1981; Figura 17).
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Fig 17, Ritmos circddicos de actividad multiunitania registrada en diversas regiones del cercbro de
animales intactos. Cada punto representa la actividad eléetrica registrada en § minutos. Las abscisas
representan el tiempo gorgrifico y las bandas obscuras los perlodos de obscuridad (Tomado de Inouye y
Kawamura, 1979).
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En el NSQ la actividad multiunitaria es alta durante el dia y baja durante la noche
(Inouye y Kawamura, 1979). Los registros multiunitarios cronicos demuestran que las
oscilaciones circidicas no solo se presentan en ¢l NSQ sino también en otras muchas
regiones del cerebro (Inouye y Kawamura, 1979, 1982). Sin embargo, cuando el NSQ es
aislado quinirgicamente la variacion circadica solo se observa en Ja isla hipotalémica que
contiene al NSQ mientras que las oscilactones desaparecen def resto del tejido cerebral
(Honna et al, 1984; Inouye y Kawamura, 1979; Kawakami et al, 1980, Figura 19) lo
mismo se observa in vifro (Groos y Hendricks 1982). Se ha demostrado que la
sincronizacion de la actividad eléctrica del NSQ requiere que la VRH esté intacta (Inouye

y Kawamura 1982).
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Fig 19. Registros simultineos de aéﬁvidad motora y actividad multiunitaria de Ia formacién reticular y de
una ista hipotalamica que contienc al NSQ, El animal sc ha mentenido en obscuridad coninua. El cje de
las abscisas representa el tienpo googrifico en lioras. Los registros comenzaron cinco dias después del
aislamiento hipotaldmico (Tomado de Turek, 1979).

Una porcion considerable de las células del NSQ responden a la estimulacién
contralateral visual de la retina (Groos y Hendricks, 1982; Groos y Mason, 1978, Sawaki,
1979). Ld gran mayoria de estas células cambian sus tasas de disparo tonicamente cuando
el nivel de luminosidad cambia. Esto puede ocurrir de dos formas 1) incrementando sus

tasas de disparo cuando se incrementa la luz y, 2) actuando en forma opuesta. Por tanto
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las células se clasifican en; activadas por la luz o suprimidas por la luz (Groos 1982; Groos
y Mason 1978, 1980) tipicamente, esto ocurre solo en ciertos niveles (>10 -1 cd/m?). Sin
embargo, no hay una clara relacion entre estas respuestas y la fase del ritmo (Meijer et al

1986, Figura 20).

T
A
< 3500 tux
QN I““
g 0 -
Q 1700 tux
53]
\ a Sg
X
[a)
5 30
0 X
[l
700 tux
< % .
0 W0 80 120
B Time {s)
% 0.0
Y@,
z |
% 00 1000 ™ 3500 -
7] fltuminance t log lux)

Fig 20. A) Ejemnplo de la dependencia luminica de l1a actividad cléctrica de algunas células del NSQ. En
¢l panel B) se indican la relacién entre la intensidad de la luz y ¢l estado de supresién (Tomado de Groos ,

1982).

Las neuronas hipotalimicas se caracterizan por presentar tasas de disparo bajas,
los registros extracelulares in vitro del NSQ revelan tasas de disparo entre 0.2 y 22 Hz
(Meijer et al 1986), entre 2 y 8 Hz (Nishino y Koizumi, 1977) y entre 0.1 y 11 Hz (Miller
et al 1987; Gloztbach et al, 1987), en todos estos estudios, in vivo, el patrdn de disparo
del NSQ fue irregular (Mcijer et al 1986; Miller ct al 1987, Nishino y Koizumi, 1977). Los

estudios in vitro, por el contrario muestran que la media de disparo en el NSQ varia de
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entre 3 y 9 Hz (Guillette 1986, Green y Gillette 1982; Groos y Hendricks, 1982; Shibata

et al 1982; 1984a, 1984b; Thompson et al 1984 a y b), se encontrd también un tipo regular

de disparo con una curva gausiana y coeficiente de variacién pequefio (Groos y Hendricks

1979), las células restantes mostraron un patron en rafagas o bien fueron irregulares. Los

registros de actividad eléctrica unitaria en neuronas del NSQ obtenidos en rebanadas in

vitro muestran un ritmo circadico en la tasa de disparo espontineo (Green y Gillette,

1982; Groos y Hendricks, 1982; Groos et al, 1983; Shibata et al, 1984; Shibaty ei al,

1982, Figura 21).
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Fig 21 A) Gréfica def registro unitario de la actividad eléctrica cspontdnea del NSQ. B) Patroncs de

dcscarga a) regular, b) Polsson, ¢) irregular (Cortesia del Dr. 1. A. Roig).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 'Y
OBJETIVOS

Diversas evidencias muestran que el NSQ esta constituido anatomica y,
fisioldgicamente por distintos grupos de células. Los diversos estudios microanatémicos
desarrollados hasta ¢l momento sugieren que este nicleo es una estructura altamente
especializada para la comunicacion interna (Moore, 1983; Van Den Pol, 1980; Van Den
Poly Powley, 1979.).

Otro aspecto de particular relevancia, es el hecho de que ¢l NSQ es una estructura
bilateral. En estos sistemas, cada oscilador es capaz de generar uﬁa ritmicidad circidica,
ademds de mostrar diferencias entre las fuerzas de acoplamiento entre ellos, (Barrera-
Mena, 1978, Block, 1981, Fleissner, 1982). En algunos de estos organismos se ha
demostrado que si se altera ¢l acoplamiento entre los osciladores se pueden inducir
alteraciones en los patrones conductuales (en Aplysia, la desincronizacion espontfnea
entre los osciladores de ki reting se asocia generalmente con alteraciones en la conducta
locomotora del organisio).

De estos y otros estudios (Page, 1978; Page, 1981) se sugiere que los dos
osciladores bilaterales normalmente interactdan para producir la conducta manifiesta
normal.

En los mamiferos, el sistema circadico se encuentra igualmente distribuido de
manera bilateral, y reciprocamente inervado por fibras que decusan cruzando la linea
media provenicntes del tracto infundibular, del quiasma optico y por la decusacion
supraoptica (Pickard, 1979; Stephan ct al, 1981). Lo anterior propone un sistema para-el
acoplamiento inter-NSQ.

Se han practicado lesiones unilaterales del NSQ y se ha encontrado que

similarmente a cuando se lesiona parcialmente al NSQ, estas no afectan la coherencia
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circadica (Davis y Gorski, 1984; Donalson y Stephan 1982), sin embargo, ambos tipos de
lesiones producen alteraciones en el periodo del libre corrimiento, generalmente
acortandolo (Davis y Gorski, 1984, Ebihara y Kawamura, 1981). Por otro lado, las
lesiones unilaterales en hamsters que muestran actividad de particion, eliminan uno de los
comiponentes, reinstalando el ritmo unimodal (Pickard y Turck, 1982; 1983). Estos
resultados sugieren que la particién en el hamster involucra una disociacion entre miltiples
osciladores.

Diversos estudios (Albers et al, 1981; Eastman y Rechtschaflen, 1983; Ganshirt et
al, 1984; Honma ¢ Hiroshige, 1978; Kass et al, 1980; Pittendrigh 1974; Terman y Terman,
1980; Wever, 1980) han revelado que la luz, a pesar de ser el principal agente
sincronizador en los diferentes sistemas circadicos conocidos, de manera constante puede
estar induciendo considerable stress en la relaciones de acoplamicnto en el sistema
circadico. Ademas, promueve la ocurrencia de los fendmenos de desincronizacion interna
y de particion, resultando en una aparente pérdida total de la ritmicidad circddica. Rusak
(1977, 1979a y b, 1982) ha demostrado que diferentes componentes ultradianos pueden
ser encontrados en el estado arritmico producidos por lesiones det NSQ en hamster,
Algunos de estos animales, ademas, mostraron patrones rentiniscentes de particion con2 o
mas conponentes, mientras que otros mostraron patrones que recordaban a la arritmicidad
inducida por la luz constante. Se llego a la conclusién de que tanto las lesiones del NSQ

como la luz constante producian alteraciones simifares en el acoplamiento.

Experimentos previos, realizados en el laboratorio (Zhang y Aguilar Roblero,
1995) en animales mantenidos en condiciones tanto de obscuridad continua como de luz-
obscuridad 12:12 indican que el sitmo de actividad multiunitaria in vitro puede ser
separada en 2 patrones, cada uno de los cuales corresponde a un lado particular del NSQ
(Figura 24). La fluctuacion circadica del fado derecho del NSQ muestra una actividad

bimodal en ambas condiciones (LD-O0) sin ningin cambio de fase entre ambas
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situaciones experimentales mostrando solamente un ligero decremento en la amplitud de
LD a Q0. En contraste, la curva obtenida bajo condiciones de obscuridad eontinua
muestra un patron bisicamente unimodal con un desfasamiento de la actividad méxima de
2 horas del grupo de 12:12 at de obscuridad continua. Por fo tanto es posible que el NSQ
esté compuesto de al menos un par de osciladores autosostenidos e independientes (Figura

21).
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Fig. 21 Frecuencia media de disparo de células del NSQ registradas del lado derecho A) y del izquicrdo
B), de sujetos mentenidos en condiciones de iluminacién luz-obscuridad 12:12. Los paneles inferiores
representan la frecuencia media de disparo de células det NSQ de sujetos mantenidos bajo condiciones de
obscuridad continua. C) lado derecho, D) lado izquicrdo. Las barras representan el error estandar de Ia
inedia (Fisher p<0.05). Se observa una asimetria funcional en Ja forma de la curva en aquellos animales
mantenidos en obscuridad conifnua. ‘
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Gracias a lo anterior es posible proponer que debido a las propiedades de la luz
sobre los sistemas circadicos, bajo condiciones de luz constante intensa, se induce la
desincronizacion interna entre los postbles osciladores, permitiendo asi su manifiestacion
independiente.

St existen varios osciladores en el interior det NSQ se esperaria que cada uno de
ellos manifieste su propio periodo de actividad, lo cuat podria ser evaluado comparando el
desfasamiento entre las curvas promedio de la actividad eléctrica multiunitaria obtenida det

registro independiente de cada fado del NSQ.

Este estudio tiene por objetivo indagar, mediante la téenica de registro
electrofisiologico de 1a actividad multiunitaria in vitro, fa posibilidad de que ¢l NSQ de la
rata contenga al menos dos osciladores endogenos (uno en cada lado de} nicleo) y, en
concreto respondcr. a la siguiente pregunta: ;Podria considerarse a los nucleos

supraquiasmiticos contralaterales como dos unidades oscilatorias independientes?
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MATERIALES Y METODOS

Se utilizaron 20 ratas macho de la cepa Wistar con 140 gramos de peso al inicio
del experimento. Estos animales fueron inicialnente sometidos a un periodo de
habituacion bajo condiciones de luz-obscuridad 12:12 en una cimara de ambiente
confrolado durante 2 semanas, con el fin de sincronizar la actividad circidica de todos los

animales.

Posteriormente, los sujetos fueron divididos al azar en cuatro grupos con igual
ntimero de individuos, colocindolos en cajas de policarbonato transparente tamafio jumbo
(Complam. SA:), introducidos en nichos independientes, sin ningln contacto posible entre
cllos y sometidos a diferentes periodos (0, 4, 15 y 30 dias) de luz brillante continua (> 500
Lx) cuya fuente la constitufan 2 tubos para cada caja de luz blanca natural (Phillips
Slimlight 39W) colocados a 20 cm. por encima de la tapa de la caja.

El agua y el alimento estuvieron disponibles en todo moniento.

Al final de cada periodo de iluminacién, un animal, de un grupo particular a la vez,
era desnucado y decapitado rdpidamente, el cercbro cra removido y sumergido
rapidamente en una solucion Krebs de aislamiento (NaCl 120 mM, KC14.20 mM, Na,PO,
8.0 mM, MgS0, 1.30 mM, CaCl; 1.50 mM, NaHCO; 24.8 mM, Glucosa 10.0 mM, pH
7.4) burbujeada con carbdgeno (95% 02; 5% C02, Infra. SA) y mantenida a 4°C. Una vez
en esta solucion, y utilizando al quiasma éptico como referencia, se extraia un bloque de
aproximadamente 0.5 mm’® que contenfa al hipotdlamo. Este cubo era cortado con la
ayuda de un rebanador mecanico (Mc Hlwain Instruments) en rebanadas de 400 pm de
grosor. Las rebanadas obtenidas, eran revisadas visualmente, y aquellas que contenian al
Niicleo Supraquiasmatico, eran separadas y transladadas a una chmara de registro, por

inmersion, donde el tejido era mantenido en una solucién Krebs de perfusion (NaCl 124
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mM, MgSQO, 1.3 mM, NazHCO; 26 mM, KH,PO, 1.24 mM, KCI 5.0 mM, CaCl; 2.4 mM,
Glucosa 10.0 mM, pH 7.4) burbujeada con carbdgeno y mantenida a 30°C.

La temperatura en la cimara de registro era monitoreada en todo momento
mediante un termometro digital (Cole Parmer tipo K). El pH de la solucidn también fue
monitoreado constantemente mediante un microelectrodo de flyjo continuo (Cole Parmer,
modelo ORP 5938) ubicado en la manguera de provision poco antes de desembocar en fa

poza de registro.

Todo el proceso desde la decapitacion no duraba mds de 5 minutos.

Una vez fija en la camara de registyo, la rebanada permanecia intacta un periodo
minimo de 60 minwtos.

El registro de actividad multiunitaria se realizé mediante un par de microelectrodos
de vidrio de borosilicato (Coming 7740, GT12, resistencia entre 2.0 ¥ 2.5 megaohms)
llenos con una solucion de citrato de sodio 2M en agua bidestilada saturada de azul de
pontamina, utilizado Gnicamente como referencia visual. Los electrodos se sujetaron a un
par de micromanipuladores hidraulicos Narishigue (WR-30) de tres ¢jes.

La seffal biologica era transmitida a fos amplificadores, uno por cada canat (Grass,
modelo PSS5), mediante un par de sondas de alta impedancia (Grass, modelo HIPSTIRA)
conectadas, cada una a yun alambre de plata clorurado introducido en cada wno de los
electrodos. La sefial captada de esta manera cra observada en un osciloscopio digital
{Tektronik modelo H5000) af ti'empo que era transmitida a wun convertidor analagico
digital (Vetter-Sony modelo 400) para ser grabada en cintas convencionales de video VHS
(Sony ES 120-HG).

Se considero a cada porcion del NSQ como entidades individuales, asi que un

electrodo registraba la actividad multiunitaria de solamente una mitad det NSQ.
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Al iniciar ¢l experimento, los microelectrodos eran colocados a poca distancia de la
superficie de la rebanada, una vez ahi, uno a la vez era descendido lentamente hasta
penetrar en el tejido y encontrar actividad eléctrica biologica estable, esto se repetia con el
microelectrodo contralateral. Cuando se mantenia la actividad bioeléctrica estable en
ambos canales, se procuraba no cambiar de posicion a fo largo de la vida de la rebanada,
de tal forma que siempre se estaba registrando la misma region del NSQ durante un
experimento.

En caso de que Ia actividad biologica se perdiera en alguno de los canales de
registro se hacia descender el microelectrodo correspondiente en tractos de 50 pum hasta
encontrar potenciales estables. Si se llegaba al limite inferior del tejido, se iniciaba otro
trayecto en otra porcion del mismo nicleo.

El periodo de registro ocupaba fos primeros 2 minutos de cada media liora durante
al menos 6 horas por rebanada y hasta completar por lo menos un ciclo de actividad
circadica (24 horas).

No se sacrific ningdn animal entre las 04:00 y las 10:00 horas ni entre las 18:00 y
22:00 Hrs.

El andlisis de los datos se realizo mediante el programa Experimental Work Bench
V4.0 (Brain Wave Data Systems INC),

Previo a fa captura de los datos contenidos en las cintas de video, estas fiteron
examinadas visualmente con ef fin de identificar, tanto las marcas de tiempo colocadas al
principio y al fin de cada fraccion de 2 minutos de grabacion, como la posible existencia de
actividad eléctrica de origen no bioldgico que pudiera enmascarar la actividad bioldgica,

Durante el examen visual de las cintas de video se pudo observar que si bien la
actividad basal era en general estable, en ocasiones se presentaba con mayor amplitud
dependiendo de la hora del dia. Debido a que el buffer de memoria del programa de

andlisis se saturaba con esta actividad, Ia ventana de analisis se fijo arbitrariamente en 3
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veces el nivel superior de la actividad basal minima, tanto para el limite inferior como para
el superior.

La captura de los datos se realizd en una computadora personal (Acer 480) de
manera continua, de tal forma que fuera postble graficar todos los datos de cada
experimento de 24 horas et 2 tipos de histogramas de frecucacia contra tiempo, uno tatal
y uno para cada subperiodo de 2 minutos. Cada uno incluyd la estadistica bisica.

Para obtener un promedio de la actividad a fo largo de cada hora, el total de
eventos registrados cn los primeros 2 mynutos de cada hora era sumado con los
presentados 30 minutos despuds, Posterionnente ef total mis alto fue considerado como el
100% de la actividad en el dia y los datos restantes eran normalizados con respecto a esa
cifra. Los datos resultantes fueron graficados contra el tiempo circadico.

La comparacion entre los periodos de actividad de cada par de nicleos se realizé
mediante un andlisis de correfacion cruzada. Con el fin de determinar 13 posible existencia
de una desincronizacion interna se compararon los dias de tratamiento contra ¢l indice de

correlacion.
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RESULTADOS

Se obtuvieron los regisitros de la actividad nwdtiunitacia de 20 sujetos. de tos

cuales tue posible analizar 11, Ea la figura 1 se observan dos cjemplos de registros sin

procesar obtenidos de alguna de fas rebanadas empleadas en este estudic

B R TSP

Ya e A

Fig.1. Fotografias obtenidas del osciloscopio con banidos a diferentes velocidades de algunos de los
trazos obtenidos de los registros multiunitarios. A) Con astetiscos de indican atgunos de los potenciales de
accion. L.a3 lincas blancas indicadas con flechas mustran tos lisites supcrior ¢ inferior de fa ventana de
seleccion. Aguettas unidades qua no alcanzaron este umbral no fucron consideradas para i analisis. B) Se
muestra una porcion del trazo anterior con algunos de los potenciales de accion a maver velocidad. €)
Esia fotografia muestea un unico potencial de accion que traspaso el nmbial de seleccion.
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Grupo control (LO 12:12)

En estos animales (n= 4, se muestran 2 cjemplos) cf punto de maxima actividad se
observo aproximadantente a las 7 de la mafiana, presentando un segundo periodo, aunque
de menor intensidad, entre las 14 y 17 horas. (Grafica 1, paneles A y C). In los pancles B
y D, se muestran los trazos superpuestos de las graficas independientes para cada Indo del
NSQ, representados en circulos €l lado derecho y en cuadros cf izquierdo. Se puede
apreciar que ambos lados del NSQ presentan la misma fase y periodo. En lo que respecta
al indice de correlacion, en ambos casos la maxima correlacion se obtuvo en desfasumicnto

cero y la minima cuando se desplazaron ls graficas 12 horas.

Grupo mantenido 4 dias en luz continua

Estos animales (n=4) mostraron irregularidad en sus patrones promedio de
actividad electrica (Grafica 2, Paneles A, C y E). Obscrvandose en los paneles B, D y F, se
muestran los trazos superpuestos de las graficas obtenidas independientemente para lado
del NSQ. En circulos esta representada la actividad del lado derecho mientras que en
cuadros la correspondiente al lado izquierdo. En este grupo de graficas se puede observar
que uno de los componentes (el derecho) muestra un avance de fase con respecto al lado
contralateral que varia entre 4 y 16 horas. En dos de los tres ejemplos mostrados aqui
(pancles D y F) se puede observar un incremento en el numero de componentes en la

curva de actividad electrica correspondiente al lado izquierdo del NSQ. Sin embargo, en
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los promedios obtenidos para ambos lados del NSQ en todos los animales, se puede
observar la constancia de un pico principal de actividad circadica, con un periodo de
actividad maxima localizado aproximadamente a las 7 horas.

En las graficas donde se muestran los indices de corvelacion entre las curvas de
acitividad para ambos lados del NSQ, se observa en dos casos (los correspondientes a los
grupos de graficas C y E) una maxima correlacion a las 12 horas de defasamiento. En cl
primer ejemplo (Grupo de graficas A) se aprecia un corrimiento  de fase de

aproximadamente 8 horas, Se mantiene la periodicidad circadica.

Grupo mantenitol5 dias en luz continua

En estos animales, n=4 (se muestran tres ¢jemplos, grafica 3), cl punto maximo del
promedio de actividad de ambos nucleos se desplazo entre 4 y 7 horas. En dos graficas
(paneles A y E) se aprecia algun incremento en ¢l numero de componentes de pequeiia
intensidad. La resultante de la comparacion entre los trazos obtenidos para ambos lados
del NSQ, muestra un par de curvas que coinciden tanto en amplitud como en fase y
periodo manteniendo su caracteristica circadica.

Con respecto a los indices de correlacion, en general, estos presentan una maxima
correlacion a defasamiento cero y otro componente con alta correlacion entre las 15 y 24
horas. Asi mismo, existe una tendencia a presentar un incremento en el numero de

componentes.
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Grupo mantenido 30 dias en luz continua

En estos animales (n=4, grafica 4, tres cjemplos) s¢ observa en los pancles
correspondientes al promedio de las curvas obtenidas para ambos lados del NSQ (paneles
A, C y D) que no existe ningun componente principal en la actividad electrica, sino que
una tendencia a presentar multiples picos. De la comparacion entre las praficas
independientes para cada lado del NSQ (circulos, lado derecho; cuadros, lado izquierdo)
se observa la presencia de componentes multiples para ambas regiones del NSQ, cada una
presentando periodos y fases diterentes. En los indices de correlacion s¢ mantiene la
tendencia observada en el grupo anteriormente descrito, a  presentar multiples
componentes, evidenciados por la presencia de puntos de correlacion maxima a diferentes

tiempos de defasamiento, manteniendo sin embargo, la frecuencia circadica.

En la tabla uno se resumen los resultados obtenidos del promedio de los indices de
correlacion por sujeto en defasamiento cero, asi como de la duracion del periodo de
oscilacion en horas y del numero de componentes observados en cada caso. Se incluyen
los resultados de una prucba de autocorrelacion. Se puede observar que los indices de
corselacion cruzada entre ambos lados del NSQ solo disminuyen en proniedio sole 0.2 por
ciento despues de 30 dias de exposicion a luz continua brillante, tanto la duracion del

periodo de los principales picos de actividad, mantienen una frecuencia de 24 horas.
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FTABLA UNO

CORRELACION § AUTOCORRELACION | PERIODO NUMERO DE
GRUPO v MAXIMA EN COMPONENTES
DESFASAMIENTO § DESFASAMIENTO
CERO CERO h

CONTROL 1,1 I 24 i

4 DIASEN 02,08,1,08 i 175§ 175405
Luz

CONTINUA

15 DIASEN 1,1,08,03 I 16545 2408
Luz

CONTINUA

JODIASENY 07,1,08,08 I 9435 J4d
LUZ

CONTINUA
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DISCUSION

La investigacion sobre ritmos circidicos se ha desarrollado desde, basicamente,
dos puntos de vista: 1) el andlisis de los problemas formales relacionados con la conducta
de sincronizacion y los ritmos circadicos en corrimiento espontanco, y 2) el andlisis de los
mecanismos fisiologicos y de los componentes anatomicos que participan en la generacion
y transmision de la manifestacion ritmica. El presente trabajo se ubica en el segundo
punto.

Probablemente, el concepto que mas influencia ha tenido en los ultimos afios en
este campo es aquel que propone como hipétesis general la existencia en los metazoarios
de un sistema oscilatorio distribuido, cuyos generadores podrian encontrarse acoplados
tanto, jerdrquica, como no jerdrquicamente (Moore-Ede et al, 1982,, Pittendrigh, 1974,
Pittendrigh y Daan, 1976). De esta manera, la respuesta conductual circidica seria
resultado de la interaccion entre varios subsistemas oscilatorios normalmente acoplados.
Dada esta condicion, surgen 2 posibilidades para explicar los resultados:

1) La aparicion de componentes ultradianos pudiera resultar de la ruptura del
mecanismo de acoplamiento entre diversos subsistemas no circadicos normalmente
acoplados entre si. Asumiendo asi, un sistema no jerdrquico.

2) La existencia de un sistema circadico constituido por uno o algunos pocos
osciladores circadicos independientes que se encuentran acoplados entre si y que imponen
su perfodo a otras estructuras con capacidad oscilatoria distribuidas por todo el

organismo, asumiendo de esta manera una organizacion jerarquica. El o los osciladores



jerarquicamente superiores comprendidos en este modelo, llevarian a cabo la funcién de
marcapasos, mientras que aquellos, jerdrquicamente inferiores, se encargarian de
proporcionar la informacion temporal a los sistemas efectares de los ritmos manifiestos.
Asl, la aparicién de componentes ultradianos pudiera ser resultado del desacoplamiento
entre los diversos osciladores, cuyo periodo corre libremente.

En este estudio, la evaluacién de las caracteristicas basicas de los ritmos obtenidos
en los animales control son consistentes con los reportados en la bibliografia (Green y
Gillette, 1982., Groos y Hendrick 1982, Shibata et al 1982). Los animales muestran un
ritmo con una frecuencia de 24 horas en la tasa media de disparo de la actividad eléctrica
multiunitaria de las ncuronas del NSQ mantenidas in vitro, para ambos lados del NSQ. La
persistencia de [a ritmicidad en la actividad eléctrica registrada en las rebanadas de tejido
hipotalamico indican la naturaleza enddgena del fenomeno ritmico. Las curvas de actividad
circadica obtenidas para cada lado del NSQ, reflejan dos patrones de actividad claramente
distinguibles que corresponden en amplitud y forma a los observados por Zhang y Aguilar
Roblero (1995). Esta asimetria no puede ser considerada como resultado de un artefacto
debido a la técnica de muestreo porque: 1) ambos lados del micleo supraquiasmético
fueron registrados simultanea e independiente y, 2) la asimetria fue consistente en todos
los animales control. Lo anterior permite sugerir que el comportamiento de ambos nitcleos
es diferente aun bajo condiciones de sincronizacién, aunque el significado de esto se
desconace.

Como sc puede observar de la comparacion entre los indices de correlacion

cruzada en desfasamiento cero, no existen diferencias significativas entre los diferentes



grupos experimentales, sin embargo, llama la atencion el hecho de que no se conserva un
solo periodo con miiltiples componentes desfasados entre si, lo que significaria una severa
desincronizacion interna entre distintos marcapasos con periodos de oscilacion diferentes
(inferiores) a 24 horas, sino que el periodo de oscilacion disminuye y el numero de
componentes aumenta, aunque se conserva la frecuencia circddica. Lo que podria estar
reflejando el desacoplamiento entre ritmos circadicos generados de manera independiente
en cada lado det NSQ y que al sbbrcponerse en el registro generan ritmos ultradianos
aparentes.

A pesar de que se desconoce el mecanismo por el cual la luz continua brillante
induce arritmicidad, en aves (¢l modelo mas estudiado al respecto) se ha sugerido que bajo
estas condiciones, el marcapasos deja de oscilar (Ganshirt et al, 1984, Weber, 1980). Sin
embargo, en este estado se ha encontrado un incremento estadisticamente significativo en
In presencia de frecuencias ultradianas. Esta manifestacion se interpreta como el reflejo de
la disociacién de un numero relativamente grande de osciladores circadicos, mas que una
atenuacion de eltos (Binkley 1980., Eastman y Rechtshaffen, 1983a y b; Pittendrigh, 1974;
Terman y Ternan, 1980).

Al respecto existen diversos estudios sobre el desarrollo del NSQ que indican que
las células que lo forman se origitian como osciladores independientes que posteriormente
'se acoplan entre sf mediante conexiones que forman una red que emite una seffal circadica.
Moore y Berustein (1989) y Reppert y Schwartz (1984) encontraron que la ontogenia de
los ritmos metabélicos y electrofisiologicos del NSQ es diferente. Las variaciones entre ¢l

dia y la noche en la captura de 2-Desoxiglucosa pueden ser detectadas prenatalmente
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varios dias antes de la llegada de las conexiones de la retina y antes del desarrollo de las
conexiones intra y extra NSQ, mientras que la ritmicidad eléctrica aparece poco después
de las dos primeras secmanas de vida postnatal, al tiempo que algunos de los ritmos
manifiestos tanto fisioldgicos como conductuales se manifiestan. Por su parte, Schwartz y
colaboradores (1987) encontraron que la tetrodotoxina (TTX) produce una interrupcion
enla expresién de la conducta circidica y una falla en 1a sincronizacién durante su infusion
en el NSQ. Sin embargo, cuando se suspende 1a administracién de la toxina, la expresién
circadica se reincida, manteniendo ¢l mismo periodo que presentaba antes de la infusién,
como si esta no fuese sido aplicada. Lo anterior podria indicar que la oscilacién
comnandada por ¢l NSQ es independiente de las vias aferentes' y cferentes y que la
generacién de las oscilaciones no depende de los potenciales de accién.

Aunque en la rota normal no se ha descrito ningln fenémeno similar a Ia particién
(en la rata desnutrida si existe) esta diferencia podria deberse a patrones anatémicos y de
conectividad intema del mismo NSQ, mientras que en la rata el nicleo esta conformado
por dos unidades bilaterales claramente identificables, en ¢l hamster conforman un solo
nicleo.

Por otro lado, en diversas especies de organismos se ha demostrado que Ia
pinealectomia produce alteraciones en el periodo de animales mantenidos bajo condiciones
de libre corrimento, induciendo particién o incluso perdida de la ritmicidad (Cassone,
1988). En aves, tanto la lesién de la pineal como del NSQ pueden romper la actividad de
los ritmos circidicos, mientras que en himsters disminuyen el tiempo de exposicién a la

luz brillante necesario para inducir arritmicidad o particién (Casonne, 1988). Por su parte,
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Wever (1979) observo que la pinealectomia repite los efectos observados por la
exposicion a luz continua brillante proponiendo que la pineal puede esta involucrada en la
transduccion de la informacién fotica en mamiferos. Estos resultados conlievan a la
hipotesis de que la pineal actua probablemente mediante su secrecion, la melatonina,
promoviendo el acoplamiento entre los multiples osciladores subordinados (Cassone,

1988).
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CONCLUSIONES

1. Existen al menos un par de osciladores contenidos en el NSQ de la rata.

2. La luz continua brillante ipduce desacoplamiento entre los diversos osciladores
contenidos en ¢l NSQ de la rata,

3. El grado de desacoplamiento se incrementa conforme aumenta el tiempo de
exposicion a la luz continua brillante

4. Es probable que cada parte del NSQ presente su propio periodo de oscilacion en

libre corrimiento.
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