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1 - INTRODUCCION
1.1- Naturaleza y propiedades de los ritmos biolégicos

Los cambios continuos caracterizan a los organismos vivos y a su medio ambiente.
Muchos de estos cambios ocurren de manera irregular, como por ejemplo las variaciones de
la temperatura, humedad y otros factores meteorologicos. Debido a que estas variaciones no
son periddicas, las fluctuaciones biologicas que producen tampoco ocurren con regularidad.

Sin embargo, también existen variaciones ambientales periodicas, es decir que se
repiten a intervalos de tiempo constantes. La duracion del dia y de la noche, los periodos de
las mareas y los ciclos lunares, constituyen ejemplos tipicos de cambios ambientales
periodicos. Las variaciones en la biologia de las plantas y animales que se producen en
respuesta a estos cambios ambientales periodicos son también ciclicas. Por lo tanto podemos
decir que existe una periodicidad biologica asociada a la periodicidad geofisica.

Los momentos de alta y baja actividad de un determinado proceso biologico alternan
entre si, por esta razon es valido denominar “ritmos biolégicos” a estas variaciones
alternadas. Estas fluctuaciones biologicas ritmicas que se correlacionan con los ciclos
geofisicos han tenido una funcion adaptativa indiscutible, ya que la capacidad temporal de
los seres vivos les permite anticipar y explotar para su beneficio los momentos mas
adecuados del dia, mes o afio de acuerdo a su fisiologia, y les sirve para sincronizar su
capacidad reproductiva a las condiciones de mayor probabilidad de éxito.

La actividad de 24 horas de un organismo es el resultado de multiples procesos
ritmicos bioquimicos y fisiologicos. En el hombre, por ejemplo, la alternancia diaria de suefio
y vigilia se acompafia de numerosos ritmos diarios en la funcion neural y endocrina. Se
producen variaciones diarias en la temperatura corporal, las frecuencias respiratoria y
cardiaca, en la presion y composicion de la sangre, asi como practicamente todas las demas
funciones corporales. Como resultado de estas variaciones existen cambios diarios en la
susceptibilidad a agentes fisicos o quimicos.

Muchos organismos al aislarse de su ambiente natural y ser colocados en
condiciones constantes de laboratorio repiten el ritmo que habian experimentado antes del
aislamiento, aunque con ligeras diferencias en la longitud de su periodo. Por esta razon se
puede decir que estos organismos funcionan como si tuvieran un reloj biol6gico endégeno.

La actividad de estos relojes biologicos internos se ve reflejada en los ritmos
circadianos (del latin, circa diem), que son aquéllos que persisten en condiciones
ambientales constantes y que tienen un periodo cercano a las 24 horas. A estos ritmos
circadianos también se los llama de “libre curso” o free running. Para demostrar la
persistencia de un ritmo en curso libre, los sujetos experimentales deben aislarse de cualquier
sefial ambiental relevante que pueda actuar como sincronizador. Por lo tanto se puede decir
que lo que hacen los factores exdgenos, también llamados zeifgebers (del aleman “dador de
hora”), es “poner en hora” a los ritmos biolégicos; por ejemplo el ciclo luz - oscuridad es la
sefial ambiental primaria que sincroniza y reajusta el reloj circadiano a un periodo de
exactamente 24 horas.



Como ya se ha mencionado, los ritmos estudiados en condiciones de curso libre
presentan una periodicidad ligeramente distinta de la del periodo astronémico de referencia.
Se denominan ritmos circadianos a aquellos ritmos diarios que tienen un periodo superior o
inferior a 24 horas cuando se hallan en ausencia de cambios externos, y que en condiciones
normales de sincronizacion por el medio ambiente, presentan un periodo exacto de 24 horas.
Lo mismo ocurre con los ritmos circanuales que son siempre inferiores a 365,24 dias
(duracion del afio tropical).

La ritmicidad es una propiedad inherente a la materia viva y es transmitida
genéticamente. El periodo del ritmo estudiado en condiciones de ausencia de estimulos
externos se identifica por la letra griega t (tau), y los diferentes valores que toma revelan su
variabilidad genética. Tau varia entre especies y entre individuos de una especie. Una
propiedad importante del periodo de libre curso de los ritmos circadianos es su relativa
estabilidad ante modificaciones inducidas por drogas o temperatura.

Los ritmos circadianos son bastante estables ante cambios térmicos (homeostasis
térmica); esta propiedad fue descubierta al observar que el periodo de los ritmos circadianos
en vegetales era el mismo cualquiera que fuera la temperatura ambiental a la que eran
expuestas las plantas. Es sabido que la velocidad de las reacciones quimicas obedece a la ley
de Vant hoff-Arrhenius (ley de Qy0), que dice que la velocidad aumenta o disminuye 2.5 a 3
veces cada 10°C de aumento o disminucion de la temperatura. De entre numerosos
parametros fisiologicos, solo T (periodo del ritmo endogeno) no sigue esta ley, siendo su Qo
de 0.8 a 1.2. En realidad si t fuera sensible a la temperatura seria poco fiable como sistema
endogeno de medicion del tiempo.

Esto sin embargo no significa que la temperatura ambiental no sea una sefial de
importancia para el sistema circadiano. Tampoco un Qo estable significa que la sefial
ambiental temperatura no tenga un efecto sobre 1. En realidad la temperatura puede afectar
1 por una doble via : directamente, comportandose como un zeitgeber secundario mas ; o
indirectamente, a través de los cambios enddcrinos, autonoémicos y conductuales que
acompaifian a la respuesta térmica.

Un ritmo esta caracterizado por los siguientes parametros (figura 1.1):

B periodo : definido como el intervalo de tiempo entre dos acontecimientos idénticos

® nivel medio o mesor : valor medio de la variable estudiada calculada a lo largo de un
periodo completo

B amplitud : diferencia entre el mesor y el valor maximo alcanzado

B fase : describe en qué momento del curso temporal esta situado el ritmo biologico en
estudio. Para caracterizar la fase se determina la hora del dia en la que la variable
estudiada alcanza su maximo valor a lo largo del ciclo periddico, a este momento se lo

llama “acrofase”.
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Figura 1.1. Pardmetros que definen un ritmo circadiano. La duracién del ciclo completo
(periodo) es de aproximadamente 24 horas. La amplitud, una medida del grado de variacién
dentro de un ciclo, es la diferencia entre el valor maximo y el valor medio, o mesor.

El tipo de grafico mas comun en cronobiologia es el actograma. Este consiste en la
representacion de cada periodo de 24 horas por barras horizontales en las que se consigna la
variable estudiada. La alineacion de las barras en relacion al horario da idea del grado de

sincronizacion del ritmo. En la figura 1

.2 se muestra un actograma tipico; este es un tipo de

actograma que se denomina doble debido a que se repite el grafico de 24 horas para lograr

uno de 48 horas.
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Figura 1.2. Actograma doble que describe el ritmo diario de actividad locomotora en un
hamster mantenido bajo los siguientes fotoperiodos (A) 14 horas de luz, 10 horas de
oscuridad. (B) oscuridad permanente. (C) 14 horas de luz, 10 horas de oscuridad.



Como ya se menciono, una propiedad de los ritmos circadianos es su plasticidad ante
la presencia de un sincronizador externo: T, el periodo en ausencia de sincronizador, se
transforma en T (periodo del oscilador) por la accion del zeitgeber. En otras palabras, un
ritmo circadiano de periodo t que difiera de 24 horas es constantemente sincronizado a 24
horas por la influencia del o de los zeitgebers ambientales.

La relacion de fase entre un zeitgeber y un ritmo circadiano no depende solamente de
los periodos T y 1 respectivos sino también de la intensidad del zeitgeber. Esta “intensidad
de acoplamiento” varia con el tiempo de aplicacion, con la edad, etc.

La sincronizacion de un ritmo por el zeitgeber consiste primariamente en la
modificacion del periodo del ritmo (t), lo que implica efectuar una correccion igual a la
diferencia entre los dos periodos (angulo de fase o ¢). Sin embargo esta sincronizacion no
puede efectuarse en cualquier momento ya que existen fases de sensibilidad y refractariedad
ala luz.

La diferencia en la respuesta frente a un agente sincronizador en funcion del
momento del ciclo circadiano en que se aplica esta representada por la “curva de respuesta
de fase”. El periodo circadiano de un animal estudiado en curso libre se divide en dos partes
diferentes: el “dia subjetivo” (el animal se comporta como si fuera de dia) y la “noche
subjetiva” (idem para la noche: en el caso de animales nocturnos, corresponde a la fase de
actividad locomotora). La suma de la noche subjetiva mas el dia subjetivo corresponde a Ty
marca el “tiempo circadiano” del organismo analizado. Por convenio el dia subjetivo se
representa como comprendido entre las 0 y las 12 horas y la noche subjetiva entre las 12 y
las 24 horas.

El estudio de curvas de respuesta de fase a agentes ambientales, fisicos, quimicos o
biologicos proporciono las siguientes leyes :

B Las curvas de respuesta de fase son universales, es decir que estan presentes en todos los
0rganismos vivos.

B Son similares en un animal nocturno o diurno

B Las curvas de respuesta de fase difieren de un individuo a otro, o de una especie a otra,
en cuanto a la magnitud de los avances o retrasos de fase observados.

W Las curvas de respuesta de fase no son simétricas, es decir, en ciertas especies los
avances pueden predominar sobre los retrasos o viceversa.

B Las curvas de respuesta de fase para la luz dependen de la intensidad del estimulo
luminoso aplicado.

B Algunos de los efectos del zeitgeber sobre las curvas de respuesta de fase son inmediatos
(los retardos de fase) mientras que otros solo se ponen de manifiesto al cabo de unos dias
(los adelantos de fase).

El sincronizador ambiental mas poderoso tanto para los animales como para las
plantas es la luz. En todos los casos las curvas de respuesta de fase generadas en respuesta a
la luz indican que durante gran parte del ciclo diario el estimulo luminoso es ineficaz para
modificar el periodo circadiano. Es también destacable que los periodos de eficacia luminosa
estan en las transiciones luz - oscuridad u oscuridad - luz. Por lo tanto es como si el
organismo “leyera” las instrucciones del zeitgeber sélo en el alba y el crepisculo. La curva
de respuesta de fase generada en respuesta a la luz se denomina curva de respuesta fotica y
tiene la forma que se muestra en la figura 1.3.
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Figura 1.3. Curva de respuesta de fase fé6tica. En el ejemplo, se ha registrado la actividad
locomotora en la rata (roedor nocturno de T >24 horas), durante 4 dfas en curso libre (luz:0,
oscuridad:24). Como T es de unas 25 horas, existe un desplazamiento del actograma a la
derecha. En el dia 4° se aplica un pulso de 15 -60 minutos de luz (rectdngulos) en distintos
momentos del dia circadiano. Durante el dia subjetivo no existen efectos. Los pulsos aplicados
al final del dia subjetivo o comienzo de la noche subjetiva, producen retrasos de fase. Los
pulsos aplicados en la segunda mitad de la noche subjetiva producen adelantos de fase. Los
retrasos de fase son inmediatos, mientras que los adelantos de fase requieren unos dias para
manifestarse. Por convencién, los adelantos de fase se toman como valores positivos,

mientras que los retrasos de fase se toman como valores negativos. El comienzo de la
actividad esté representado por CT12.

Bajo ciertas condiciones hay una modificacion de t dependiendo de la “historia”
previa de exposicion al zeitgeber (dador de tiempos). Como puede verse, esto matiza la
afirmacion inicial de que 7 es inalterable. Este fenomeno es conocido en la terminologia
cronobiologica como “post-efecto” del zeitgeber.

Asi pues se puede modificar el primer enunciado sobre la estabilidad de t, diciendo
que el periodo endogeno de un ritmo es relativamente estable dentro del mismo individuo
siempre que se mantengan estables las condiciones del sincronizador externo. Datos
recientes indican que los ritmos regulados ejercen una retroalimentacion sobre la capacidad
oscilatoria del zeitgeber que los sincroniza. Asi por ejemplo, la actividad locomotora
regulada juega un papel de importancia en la retroalimentacion sobre t (1,2,3,4,5,6,7,8).
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En los ultimos afios se han reportado una gran cantidad de curvas de respuesta de
fase que han usado al ritmo locomotor de los mamiferos como indice de la actividad del reloj
circadiano, y no se corresponden con los resultados conocidos para la estimulacion luminica.
En este tipo de curvas, la mayoria de los avances ocurren entre las 6 y 10 horas antes del
comienzo de la actividad locomotora y la mayoria de los retrasos se dan entre las 6 y 12
horas después del comienzo de la misma; es decir que esta variedad de curvas de respuesta
de fase tiene una forma distinta de las curvas generadas en respuesta a la luz (curva de fase
de respuesta fotica). Algunos ejemplos estan dados por las curvas obtenidas mediante pulsos
de 2 y 6 horas de oscuridad, inyecciones intraperitoneales de diazepam (una
benzodiacepina), inyecciones centrales del neuropéptido Y (NPY), el uso de anisomicina
(inhibidor de la sintesis proteica) y el uso de serotonina.

Las curvas de respuesta de fase con esta forma caracteristica también pueden
obtenerse sin estimulacion fotica o farmacoldgica. Es decir que se pueden inducir adelantos
de fase en animales en curso libre cambiando periddicamente de jaula al animal o
sometiéndolo a interacciones sociales con otro hamster durante su dia subjetivo.
Contrariamente, la exposicion de los animales a estos estimulos durante la noche subjetiva
puede producir retrasos de fase (9,10).

Tomando todos estos resultados se ve que esta emergiendo una familia de curvas de
respuesta de fase generada mediante perturbaciones en los ritmos locomotores de los
mamiferos, en las cuales los avances ocurren predominantemente antes del comienzo de la
actividad mientras que los retrasos ocurren predominantemente después del comienzo de la
misma. Estas curvas de fase generadas en respuesta a estos estimulos se denominan curvas
de respuesta no fotica y su forma se ejemplifica en la figura 1.4.
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Figura 1.4. Ejemplo de curva de respuesta no fética. Cambios de fase en la actividad de curso
libre luego de la administracién periférica de diazepam (una benzodiacepina) a distintas horas
circadianas. Los adelantos de fase se toman como valores positivos, mientras que los retrasos
de fase se toman como valores negativos. El comienzo de la actividad esté representado por el
CT12;
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1.1.1 — Localizaciéon_anatémica y caracteristicas del reloj biolégico

En el conjunto de osciladores unicelulares de un organismo pluricelular se revela un
orden jerarquico claramente definido que hace que algunos osciladores predominen sobre
otros. Algunos osciladores “jerarquizados” por su localizacion anatémica o su control sobre
vias de comunicacion, desempefian la funcion de “reloj” con capacidad para sincronizar los
restantes componentes ritmicos celulares; ésta es la funcion que se postula que cumplen los
nucleos supraquiasmaticos (NSQ). Se ha demostrado que tras la lesion de los NSQ, que
elimina la actividad del sincronizador ambiental principal (es decir, la luz), otros zeitgebers
secundarios como la temperatura o la disponibilidad de alimentos adquieren la funcién de
sincronizadores primarios. Esta observacion es compatible con la activacion de osciladores
alternantes que normalmente estarian bajo el control de los NSQ. La prueba definitiva de
que los NSQ constituyen el reloj circadiano primario en mamiferos se ha dado mediante
transplante cruzado entre los NSQ de hamsters mutantes y normales, esto result6 en el
cambio del periodo de los ritmos en relacion al del nucleo transplantado. Puede concluirse
que los NSQ son osciladores primarios y no meros factores permisivos para la accion de
otros osciladores (11).

El sistema circadiano de los mamiferos esta compuesto por:

a) Un componente visual, integrado por fotorreceptores acoplados a las vias visuales que
median la sincronizacion.

b) Estructuras marcapasos que generan la sefial circadiana; como los ntcleos
supraquiasmaticos (NSQ) que contituyen el oscilador jerarquicamente mas importante.
¢) Vias eferentes desde los marcapasos a los sistemas efectores.

Los NSQ son estructuras localizadas en la base del tercer ventriculo, sobre el
quiasma Optico, en la parte anterior del hipotalamo. El registro de la actividad eléctrica de
las neuronas de los NSQ in vivo indica una descarga fasica circadiana en una subpoblacion
de neuronas, siendo la respuesta mas comun una mayor actividad de dia que de noche en
todas las especies examinadas, sean diurnas o nocturnas. Del mismo modo que la actividad
electrofisiologica, la actividad metabolica de los NSQ es mayor durante el dia que durante la
noche (12,13,14,15,16,17).

Los ensayos realizados in vitro muestran el patron circadiano de actividad que
presentan las neuronas de los NSQ y la capacidad de sostener una ritmicidad endégena de
disparo en condiciones constantes sin la necesidad de algin estimulo externo. Por ejemplo
mediante registros electrofisiologicos realizados in vitro se observo que las neuronas aisladas
de los NSQ presentan un pico de actividad en la hora circadiana 5 (CT 5) (12).

Las aferencias mas importantes de los NSQ son las retinianas. Estas llegan desde la
retina a través de una via directa, la via retinohipotalamica (RHT), y de una via indirecta, la
via geniculohipotalamica (GHT). Ademas de estas aferencias visuales, los NSQ reciben
proyecciones del rafe, de otros nucleos hipotalamicos y del septum.

La via RHT esta compuesta por neuronas que utilizan al glutamato como
neurotransmisor. Dentro de los NSQ, la proyeccion retinohipotalamica termina en una zona
de la parte central de los nucleos que esta compuesta principalmente por neuronas que
sintetizan VIP (péptido intestinal vasoactivo).

Dentro de la via GHT existe una subdivision llamada hojuela intergeniculada del
talamo (HIG o IGL en inglés) que recibe una proyeccion que viene desde la retina. Esta IGL
contiene una poblacion de células sintetizadoras de NPY y acido y-aminobutirico (GABA)
que terminan en los NSQ. Las neuronas de la IGL exhiben tipicas respuestas ON frente a la
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estimulacion retiniana, aumentando su frecuencia de disparo monotonicamente frente a
aumentos de la intensidad de luz. Por lo tanto al igual que los NSQ, la IGL contiene
neuronas que responden principalmente al flujo luminico. En la figura 1.5 se muestra la
organizacion de las proyecciones neuronales de la retina y de la IGL (18,19).

IGL
ENCEFIALINAS

L

-—

L * g,

GABA - - NPY

0J0
L= D -

Figura 1.5. Diagrama que resume la organizacién de las proyeciones retinianas y de la IGL en
la rata.

Como se describio anteriormente existe una subdivision anatomica dentro de los
NSQ que esta dada por la zona donde terminan las proyecciones RHT y GHT (vias aferentes
visuales). Esta zona se caracteriza por poseer neuronas sintetizadoras de VIP y GRP
(péptido liberador de gastrina). Contrariamente, la region de los NSQ que no recibe
aferencias visuales contiene una gran poblacion de neuronas productoras de vasopresina
(VP) y poblaciones menores de neuronas productoras de somatostantina, encefalinas,
péptido natriurético atrial, y angiotensina. En la figura 1.6 se muestra la organizacion del
sistema circadiano de los mamiferos (18,19).

ANTERIOR

il /NSQ\,I s—ta. HIPOTALAMO

RETINA e\
—"’/
/ér \ TALAMO
FORMACION
RETICULAR

Otras vias
de entrada

Figura 1.6. Organizacién del sistema circadiano de los mamiferos.

La eferencia fundamental de los NSQ es hacia otros nicleos del hipotalamo (nucleo
paraventricular, ventro - y dorsomediano, hipotalamo posterior), al rafe, al talamo y al area
preoptica (1,2,3,4,5,6,7,8).
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1.1.1.1 — El GABA es el neurotransmisor inhibitorio principal de los NSO

Ademas de los neuropéptidos ya citados, otros neurotransmisores funcionalmente
relevantes se hallan presentes en los NSQ. El GABA es el neurotransmisor mas ampliamente
distribuido, detectandose también serotonina, acetilcolina y aminoacidos (glutamato y
glicina). Esto surge a partir de los datos histoquimicos que indican que probablemente todas
las neuronas de los NSQ sintetizan GABA. La evidencia inmunohistoquimica demuestra que
existe una gran cantidad de células que contienen GABA, tanto dentro de los NSQ como a
sus alrededores. Ademas se observo que existe una alta densidad de axones dentro de la
region de los NSQ que presenta inmunorreactividad contra la acido glutamico
descarboxilasa (GAD), enzima implicada en la biosintesis del GABA (19,20).

El GABA activa tres tipos de receptores: el receptor gabaérgico de tipo A, el de tipo
B, y el de tipo C. El receptor GABA 4 pertenece a un subtipo de receptores llamados
ionotropicos, o canales activados por ligando, tales como el receptor nicotinico de
acetilcolina y el receptor de glicina entre otros. A diferencia de los receptores
metabotropicos, cuyo efecto principal esta mediado por un sistema de segundos mensajeros,
el efecto de la activacion del receptor GABA 4 es un cambio rapido de la conductancia de la
membrana al aumentar la permeabilidad para el cloruro (CI') en la membrana post-sinaptica.
El resultado es una hiperpolarizacion y una reduccion de la excitabilidad neuronal. El
receptor GABA 3 es de tipo metabotropico, es decir que la respuesta esta vinculada con la
modulacion de la entrada de Ca"" a nivel periférico y con la salida de K" a nivel central. El
receptor GABA( también es un receptor ionotropico que forma un canal de CI, pero se
diferencia del receptor GABA, porque no es potenciado por los mismos moduladores
alostéricos de éste.

El receptor GABA 4 es una proteina oligomérica (probablemente pentamérica)
compuesta por multiples subunidades homoélogas (a,B,y,8) que atraviesan la membrana
formando un canal de CI'. Recientemente, estudios de biologia molecular han revelado la
expresion diferencial que existe de las subunidades o,f y y en distintas regiones del sistema
nervioso central (SNC). Esto permite la posibilidad de producir distintas combinaciones de
sus subunidades polipeptidicas, originando asi una gran variedad de isoformas del receptor
con distintas afinidades para el GABA y para drogas que actuan alostéricamente sobre él.
Una posible forma de modulacion del receptor puede darse mediante la composicion
diferencial de subunidades que se da en las distintas regiones del SNC (21).

Un gran namero de drogas que actuan a nivel central, entre las que se incluyen a los
convulsivos, anticonvulsivos, anestésicos y ansioliticos, se unen a distintos - pero
interactuantes - dominios del receptor GABA, para modular la conductancia del CI".
Actualmente hay evidencias claras que indican que los neurosteroides también se unen a un
sitio separado dentro del receptor GABA, y que son activos a concentraciones nanomolares
(21,22,23).

A pesar de la gran cantidad de evidencia acumulada que involucra al GABA en la
regulacion circadiana, el tipo de receptores gabaérgicos presentes en los NSQ que son
responsables de mediar los efectos del GABA no ha sido determinado en detalle. Esto se
debe en parte al hecho de que el GABA agregado extracelularmente es tomado
principalmente por células gliales, lo cual puede ocurrir debido a que la mezcla de
componentes procedentes de células gliales y neuronales muestran diferentes respuestas in
vivo, o debido a cambios del receptor que dependen del tiempo transcurrido en cultivos.
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En un estudio muy reciente se intentaron dilucidar los tipos de receptores presentes
en las neuronas de los NSQ y analizar cuantitativamente la modulacion funcional de éstos.
Los resultados obtenidos demostraron que las neuronas disociadas de los NSQ daban una
respuesta frente al GABA que era competitivamente antagonizada por la bicuculina
(antagonista gabaérgico competitivo especifico del receptor GABA,) Esto sugiere que las
respuestas gabaérgicas de las neuronas de los NSQ estan mediadas predominantemente por
receptores gabaérgicos de tipo A. Esta suposicion también se vio apoyada por la
observacion de que las corrientes inducidas por el GABA eran principalmente corrientes de
CI', y porque las respuestas mediadas por el GABA fueron potenciadas por moduladores
alostéricos de receptores gabaérgicos de tipo A, como por ejemplo el diazepam (una
benzodiacepina), el pentobarbital (un anestésico) y la pregnanolona (un neuroesteroide)
(24,25).

Se considera que el GABA es el neurotransmisor inhibitorio principal de las
interneuronas supraquiasmaticas pues la modificacion de su actividad se acompaiia de la
alteracion de los ritmos circadianos. Antagonistas y agonistas gabaérgicos son agentes
eficaces para atrasar o adelantar los ritmos circadianos con curvas de respuesta de fase
caracteristicas. In vitro se observo que la aplicacion directa de GABA, o de alguno de sus
agonistas, sobre las neuronas de los NSQ tiene un efecto inhibitorio (26).

Existe una gran cantidad de datos que demuestran la influencia que tiene el GABA, o
sus agonistas y antagonistas, sobre los efectos inducidos por la luz en los NSQ. Por ejemplo
se sabe que:

¢ La bicuculina (antagonista gabaérgico competitivo especifico del receptor GABA »)
bloquea los retrasos de fase inducidos por luz (CT 13.5), pero no tiene efecto sobre los
adelantos de fase inducidos mediante pulsos de luz durante la etapa tardia de la noche
subjetiva (CT 18) (27).

e La inyeccion intraperitoneal de la benzodiacepina diazepam, inhibe los avances de fase
producidos por pulsos de luz de 15 minutos suministrados en CT 18 a hamsters
sometidos a condiciones de oscuridad permanente, pero no tiene efecto sobre los retrasos
de fase inducidos por los pulsos de luz en CT 13.5 (28).

e La vigabatrina, un inhibidor de la GABA-transaminasa (enzima responsable de la
degradacion del GABA), aumenta el retraso inducido por la luz (es decir que el efecto se
observa a CT 13.5), pero no afecta los adelantos inducidos por la luz (es decir que no
tiene efecto a CT 18) (29).

Estas son evidencias que apoyan la idea de que existen distintos mecanismos
bioquimicos involucrados en la generacion de los retrasos y avances de fase inducidos por
pulsos de luz. Otra conclusion que surge a partir de estos resultados es que el mecanismo de
accion clasico del GABA dado por el aumento de la conductancia del CI sobre el receptor
GABA,, actua principalmente durante el comienzo de la noche subjetiva, pero no tiene
efecto en la fase tardia de la misma. Esto se deduce debido a que los efectos del aumento del
nivel del GABA (logrado mediante el uso de la vigabatrina) o la reduccion de su efecto
(causado por el tratamiento con la bicuculina) se observan Ginicamente en la hora circadiana

13.5 (30).
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En la figura 1.7 se muestran las acciones de la bicuculina, del GABA (o de su
agonista selectivo muscimol), de las benzodiacepinas y de la vigabatrina sobre los cambios
de fase inducidos por la luz cuando se los administra periféricamente.

| bicuculina l antagonistas de
benzodiacepinas

! muscimol/ GABA 0 muscimol | GABA

0 benzodiacepinas T benzodiacepinas
| vigabatrina 0 vigabatrina

0 picrotoxina 0 picrotoxina
adelantos

de fase  +4-
+2

04 g\\
-2 -
retrasos ey \J

de fase

pr ve— —5'.‘_ —
(I T T R S B T I T T T A T T I |

0 6 12 18 24

Figura 1.7. En la figura se muestra el efecto de la administracién i.p. de las distintas drogas
sobre la curva de respuesta de fase fética. (T) aumento del adelanto o retraso de fase inducido
por la luz, ({) disminucién del adelanto o retraso de fase fético, (0) no tiene efecto sobre los
mismos.

También existen evidencias que sugieren que el neurotransmisor GABA actua en la
via involucrada en la generacion de las respuestas no foticas. Esto se propone debido a que
se ha visto que una inyeccion intraperitoneal de la benzodiacepina triazolam, puede producir
cambios de fase permanentes en el ritmo circadiano de la actividad locomotora de hamsters
sometidos a condiciones de luz u oscuridad constantes (31,32).

Las curvas de respuesta de fase generadas mediante inyecciones de triazolam,
presentan adelantos de fase durante el dia subjetivo y retrasos de fase hacia el final de la
noche subjetiva, es decir que son curvas de respuesta de fase de tipo no fotico (31,32). Estos
cambios de fase inducidos por el triazolam estan mediados por el receptor gabaérgico de
tipo A, esto se comprob6 mediante el uso del Ro15-1788 (Flumazenil) que es un potente y
selectivo antagonista de las benzodiacepinas que actua a nivel del sitio de union de las
benzodiacepinas en el receptor GABA4. Este antagonista especifico es capaz de bloquear
tanto los avances como los retrasos de fase producidos por el triazolam sobre el ritmo
circadiano de actividad locomotora de hamsters sometidos a condiciones de curso libre y luz
permanente (33).

Al igual que las benzodiacepinas, el muscimol (agonista gabaérgico competitivo
especifico del receptor GABA,) produce cambios de fase permanentes en la actividad de
curso libre del hamster cuando se lo inyecta centralmente. El grafico obtenido por este
tratamiento es igual al que se muestra en la figura 1.4; es decir que la direccion de los
cambios de fase inducidos por el muscimol dependen del momento en el que la droga es
inyectada y la curva es de tipo no fotica (10,34).
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Tanto la bicuculina como la picrotoxina (bloqueante del canal de CI” del receptor
GABA,) son capaces de bloquear los avances de fase inducidos por el muscimol. Estos
datos indican que el mecanismo responsable de producir los avances de fase inducidos por
muscimol esta dado por la activacion de un ionoforo de CI” asociado con el receptor GABA 5
(35).

El hecho de que los avances de fase inducidos por triazolam no sean bloqueados por
la bicuculina, sugiere que el triazolam activa un mecanismo del receptor GABA 5, que es
distinto al usado por el muscimol para inducir los avances de fase en la actividad locomotora
del hamster. Estos resultados comportamentales concuerdan con los datos farmacologicos
que indican que las benzodiacepinas actuan sobre sitios del receptor GABA,, que son
distintos de aquellos sitios donde actus GABA o los agonistas déd GABA (21,22,23,36).

Aunque las curvas para el triazolam y el muscimol presentan caracteristicas
similares, no necesariamente deben tener un mismo mecanismo involucrado en la generacion
de estas similitudes. Hay que tener en cuenta que las benzodiacepinas, ademas de su accion
sobre el receptor GABA 5, pueden actuar en el SNC a través de la inhibicion de la captura
celular de adenosina, bloqueo de la conductancia de canales de CI', y/o mediante efectos
sobre el metabolismo de los nucledtidos ciclicos. Es importante destacar que los nucleotidos
ciclicos han sido implicados en procesos celulares asociados con la ritmicidad circadiana
(37).

Hasta el momento no se ha reportado ninglin antagonista que sea capaz de inducir
un cambio de fase en la actividad de los roedores. Ni la bicuculina, ni la picrotoxina, ni el
antagonista competitivo de las benzodiacepinas Ro15-1788, tienen algun efecto cuando se
los suministra intraperitonealmente a diferentes CTs.

Aunque el reloj circadiano del hamster puede ser perturbado por la administracion
de agentes gabaérgicos, el hecho de que los antagonistas sean incapaces de inducir cambios
de fase per se, indica que las vias gabaérgicas endogenas no contribuyen con los
mecanismos que regulan la temporalidad del reloj circadiano. Algunas evidencias sugieren
que el mecanismo gabaérgico puede afectar la transmision de la informacion fotica enviada
desde el reloj ; sin embargo, la mayoria de los datos tienden a indicar que los eventos
celulares responsables de regular la temporalidad y/o la salida de sefiales desde el reloj, no
involucran a las sefiales inhibitorias gabaérgicas, como el principal mecanismo de regulacion

(35).
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1.1.2 — El sistema circadiano y la generacion de los ritmos biolégicos

La forma en la que actiian los NSQ para sincronizar la actividad de los ritmos
efectores es a través de proyecciones a los dos grandes sistemas de comunicacion, el
endocrino y el sistema nervioso autonomo. El modo en que este sistema ejerce el control de
los sistemas de comunicacion y las respuestas homeostaticas esta resumida en el siguiente
esquema.

LUZ

rRat U GHT
(glutamato) (NPY y GABA)

MELATONINA

ESTADO MOTIVACIONAL il T RETROALIMENTACION SENSORIAL

MEDIO INTERNO

(sistema limbico) (formacién reticular)
REGULACION HOMEOSTATICA HIPOTALAMICA

conducta sexual regulacion de la temperatura reaccion de alarma
conducta alimenticia regulacion de la hipofisis anterior
ritmo suefio — vigilia  regulacion del SN autonomo osmorregulacion

ADAPTACION COMPORTAMENTAL

Leyenda del diagrama :Los NSQ son el principal componente del sistema circadiano en
mamiferos. La luz es el zeitgeber principal, actuando a través de los sistemas retino -
hipotaldmico y geniculo - hipotaldmico. Otras entradas al oscilador provienen de sefales
circulantes como la melatonina, de la formacién reticular y del sistema limbico. Ellos modulan
la actividad del oscilador en su respuesta al zeitgeber principal. Los NSQ median la
homeostasis predictiva a través da la modificacién de las funciones hipotaldmicas y de la
activacion del sistema nervioso auténomo.

Una influencia importante ejercida sobre los NSQ es la hormonal, sobre todo la de la
melatonina, hormona que tiene efectos significativos sobre la actividad metabolica y
electrofisiologica del marcapasos circadiano (38,39,40).

Tradicionalmente se toma al sistema circadiano como un sistema modular en el que
el flujo de informacion se dirigiria en un solo sentido: fotorreceptor — oscilador — ritmos
efectores. Sin embargo recientemente se han introducido conceptos como el de
retroalimentacion a distintos niveles de la secuencia anteriormente citada. Los mecanismos
de retroalimentacion pueden dividirse esquematicamente en:

a) Control desde el marcapasos circadiano ejercido sobre la entrada de la sefial

sincronizadora dada por el zeitgeber
b) Mecanismos de retroalimentacion dentro del mismo oscilador
¢) Retroalimentacion desde los efectores al oscilador circadiano
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En la figura 1.8 se muestra la organizacion propuesta para estos mecanismos de
retroalimentacion (1,2,3).
I—l(b)

RHT y GHT—— NSQ
(a) J (c)
ritmos

Figura 1.8. El esquema indica la organizacion entre los distintos mecanismos de
retroalimentacion propuestos.

1.1.2.1 — Fenémenos de retroalimentacion en el sistema circadiano

Una caracteristica comun que es compartida por algunos de los agentes que
producen curvas de respuesta de fase no foticas en el hamster es que la exposicion a ellos
produce un aumento de la actividad locomotora. Esta observacion, junto con el
descubrimiento de que el mero aumento de la actividad locomotora es suficiente para
producir cambios de fase en el ritmo locomotor, ha conducido a la hipotesis de que los
cambios de fase inducidos por estos estimulos sobre el reloj circadiano estan mediados por
un aumento de la actividad locomotora. Esta hipotesis se ve apoyada por experimentos
recientes que demuestran que los cambios de fase producidos por pulsos de oscuridad o por
inyecciones de triazolam, pueden ser bloqueados si se impide la actividad del hamster
durante un periodo de tiempo luego de la presentacion del estimulo (41,42,43). Estos
resultados sugieren que el triazolam requiere necesariamente de un aumento en la actividad
para producir un cambio de fase en el ritmo locomotor, y por lo tanto en el reloj.

También se observo que la inmobilizacion a varias horas circadianas, particularmente
cuando los hamsters estan altamente activos, puede inducir per se cambios de fase en el reloj
biologico. Ademas se vio que este procedimiento de inmobilizacion sélo bloquea los
cambios de fase que son producidos por aquellos estimulos que actuan sobre el sistema
circadiano a través de la induccion de un aumento de la actividad locomotora; pero no tiene
efecto sobre las acciones producidas por los agentes que generan curvas de fase de respuesta
no foticas sin la necesidad de provocar un aumento de la actividad. En otras palabras se
puede decir que el proceso de inmobilizacion actia “especificamente” sobre los efectos
inducidos por aquellos estimulos que requieren de un aumento de la actividad para producir
cambios de fase sobre el reloj biologico. Esta diferencia conduce a la hipotesis de que estos
estimulos producen inicialmente procesos fisiologicos separados que finalmente convergen
para alterar al reloj circadiano (44).

La IGL parece ser la estructura que esta involucrada en los cambios de fase
inducidos por el triazolam. Se ha demostrado que la lesion neurotéxica de la lamina
geniculada lateral, cuando incluye a la IGL, puede bloquear los cambios de fase inducidos
normalmente por el triazolam. Sobre este punto es importante recordar que la IGL envia
proyecciones hacia los NSQ a través del tracto GHT y, como ya se ha mencionado, se cree
que es uno de los responsables de la transmision de la informacion fotica.
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Estos resultados obtenidos con triazolam sugieren que la proyeccion de la IGL hacia
los NSQ es una parte importante del mecanismo que media los cambios de fase inducidos
por ciertos estimulos que producen curvas de respuesta de fase de tipo no foticas, como por
ejemplo el inducido por actividad. Esto se ve apoyado por el hecho de que la aplicacion de
NPY (neurotransmisor producido por las neuronas que forman las proyecciones de la IGL)
sobre los NSQ produce cambios de fase que no requieren de la actividad locomotora de los
hamsters para manifestarse. Ademas el bloqueo de la actividad normal del NPY en los NSQ
mediante el uso de anticuerpos anti-NPY, bloquea o atenia enormemente los cambios de
fase inducidos por la actividad (9).

La posibilidad de que las alteraciones en los estados comportamentales pudieran
modificar la performance del reloj circadiano fue inicialmente ignorada por la mayoria de los
investigadores. Es mas, fue proclamado que la insensibilidad del reloj frente a los efectos de
retroalimentacion dados por los ritmos determinados por €él, como por ejemplo la actividad
locomotora, la temperatura, o el suefio, era esencial para que funcione 6ptimamente como
un reloj circadiano. Sin embargo actualmente esta surgiendo un gran nimero de
observaciones que sugieren que los cambios en la actividad o en el ciclo de suefio-vigilia,
pueden ejercer efectos de retroalimentacion sobre el reloj. Por ejemplo, la presencia continua
de la rueda en la jaula puede afectar los patrones circadianos de alimentacion o aumentar el
periodo circadiano en los hamsters (9). Ademas, recientes observaciones hechas en humanos
mostraron que periodos cortos de actividad fisica intensa, o la imposicion de determinados
ciclos de suefio-vigilia mediante el uso de hipnoticos, pueden producir una adaptacion de los
ritmos circadianos humanos y de los patrones de suefio mas rapida frente a cambios en el
ciclo de luz-oscuridad o cambios en el horario de trabajo (45). Estas observaciones junto
con el hecho de que tanto un aumento en la actividad durante el periodo de suefio normal
como una disminucion de la misma durante la fase normal de vigilia pueden alterar
dramaticamente el reloj, apoyan la idea de que los efectos de retroalimentacion ejercidos por
los cambios comportamentales sobre el reloj circadiano cumplen un rol importante.
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1.2 — Biosintesis v funcion de los neuroesteroides y esteroides neuroactivos

1.2.1 - Neuroesteroideogénesis

Una de las evidencias que sugirio que el cerebro era un tejido esteroideogénico, fue
la observacion de la persistencia de pregnenolona (PREG) y dihidroepiandrosterona
(DHEA), y de sus ésteres de sulfatos (PREGS y DHEAS respectivamente) y ésteres de
acidos grasos derivados (PREGL y DHEAL respectivamente), luego de una adrenalactomia
y/o gonadactomia (46). Esto contrasta con la testosterona y corticosterona, cuyas
concentraciones decaen a niveles no detectables luego de la remocion de las glandulas
endocrinas correspondientes. Este hecho condujo al descubrimiento de la existencia de una
via biosintética de esteroides en el SNC (21,23,47).

Es importante distinguir entre “neuroesteroides” y “esteroides neuroactivos”. El
término de “neuroesteroides” fue introducido por Etienne Baulieu y Paul Robel para
referirse a todos los esteroides sintetizados en el tejido cerebral. En cambio los “esteroides
neuroactivos” se refieren a todos aquellos esteroides que, sean o no generados en el cerebro,
actuan sobre el tejido cerebral (48,49). Por ejemplo, de los dos moduladores mas potentes
del receptor GABA,, la alopregnanolona (3o-OH-DHP) es un neuroesteroide, pues es
sintetizada tanto en el cerebro como en la glandula adrenal, pero la alotetrahidro
deoxicorticosterona (5a-THDOC) es un esteroide neuroactivo ya que se sintetiza
Unicamente en la glandula adrenal. Los términos “neuroesteroide” y “esteroide neuroactivo”
no implican nada sobre su mecanismo de accion; su accion puede ser genémica, no
genomica, o ambas (22).

Los esteroides producidos dependen de las enzimas presentes en los tejidos en
cuestion; sin embargo, los primeros pasos de la esteroideogénesis son comunes a todos los
tejidos. Por esta razon, todos los tejidos esteroideogénicos tienen un clivaje de la cadena
lateral del colesterol producido por el citocromo P450scc que convierte al colesterol en
pregnenolona, y una actividad 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa e isomerasa producida
por la 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa/isomerasa (3BHSD) que convierte a la
pregnenolona en progesterona (21,23).

Estudios de clonacion han demostrado que existe un unico gen para el citocromo
P450scc, es decir que si se encuentra P450scc en el cerebro debe estar codificado por el
mismo gen que se expresa en la glandula adrenal y gonadas. Usando un antisuero contra el
citocromo P450scc de rata se demostro la presencia de P450scc en la materia blanca del
cerebro. Ademas, la incubacion de cultivos primarios de oligodendrocitos de prosencéfalo de
rata con un precursor del colesterol condujo a la formacion de colesterol, pregnenolona,
progesterona y 20-OH-pregnenolona. Debido a que los oligodendrocitos son las células
gliales que producen la mielina, estos resultados concuerdan con la localizacion
inmunologica de la P450scc. Todos estos datos confirman que el cerebro posee actividad de
P450scc (23).
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La via de sintesis propuesta para los neuroesteroides en el cerebro se muestra en el
siguiente esquema.

P450cl7a_,  DERIVADO LIPIDICO DE PREG
COLESTEROL
— > PREG SULFATO (PREGS)
P450scc ————>  7a OH-PREG P450c17a

DERIV.LIPID:(200-DHPREG)
PREGNENOLONA 17a-hidroxilasa DIHIDROEPIANDROS’I‘ERONA<DHEA SULFATO (DHEAS)
(PREG) T (DHEA) 70— OH-DHEA
3BHSD
3a-hidroxiesteroide
PROGESTERONA 5a.-reductasa . 50-DEHIDROPROG  6xidoreductasa ALOPREGNANOLONA
(5-DHPROG) ” (3,5« TETRAHIDROPROG)

(enzima 21-hidroxilasa no identificada)

! 3a-hidroxiesteroide
11-DEOXICORTICOSTERONA  5a-reductasa oxidoreductasa ALOTETRAHIDRODOC
> = (THDOC)

P450c11pB (30-HSOR)

CORTICOSTERONA

Levenda del esquema (Figura 1.9). Vias de sintesis de hormonas neuroesteroideas en el
cerebro. Las flechas sélidas indican actividades enziméaticas demostradas en el cerebro ;
contrariamente, las flechas entrecortadas se refieren a actividades enziméticas no demostradas

en el cerebro.

El cerebro de rata adulta no tiene actividad de 17c-hidroxilasa (no contiene mRNA
de 17a- hidroxilasa), por lo tanto no puede convertir la pregnenolona o la progesterona a
compuestos 17- hidroxilados, ni tampoco puede convertir los esteroides de 21 carbonos a
esteroides de 19 carbonos. Consecuentemente el origen de la dihidroepiandrosterona
(DHEA) en el cerebro es desconocido, ya que no puede ser sintetizado a partir de la
pregnenolona por medio de la P450c17 (Figura 1.9) (21,23).

El mRNA para la 11B-hidroxilasa (P450c11p) que codifica para la 11B-hidroxilasa
que convierte el 11-deoxicortisol en cortisol, también se encuentra en el cerebro de rata.
Contrariamente el mRNA para la aldosterona sintetasa (P450c11AS) que codifica para la
aldosterona sintasa, no se expresa en el cerebro; la falta de este enzima sugiere que el
cerebro no sintetiza aldosterona (Figura 1.9) (21).

Probablemente la sintesis de neuroesteroides ocurre a través de vias diferentes de las
utilizadas en las adrenales, gonadas y placenta. El cerebro contiene enzimas adicionales
involucradas en el metabolismo de esteroides, que metabolizan las hormonas esterdideas
clasicas en una amplia variedad de compuestos neuroactivos (Figura 1.9). Se han
identificado varios metabolitos derivados de la progesterona y de la 20a-dihidropro-
gesterona (200-DHPROG) en varias estructuras neurales y neuroendécrinas de rata, entre
ellas se incluyen a la hipofisis anterior, el hipotalamo, la corteza cerebral, el mesencéfalo, el
talamo, la medula oblongata, el cerebelo y la pineal. Estos metabolitos también se han
encontrado en el cerebro de gallinas, cobayos, perros, monos y humanos, lo que demuestra
que estos procesos metabolicos no son especie especificos. Los mayores metabolitos
derivados de la progesterona incluyen a la So.-dihidroprogesterona (SaDH-PROG) y a la
3a, Sa., tetrahidroprogesterona (3ct,5a-TETRAHIDROPROG), esto indica que estos tejidos
neurales poseen actividad de Sa-reductasa y 3a-HSOR. Actualmente ya se han clonado
c¢DNAs de cerebro de la 3a-HSOR y de la forma no gonadal de la Sa-reductasa (21).
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