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RESUMEN. Los ritmos circadicos son variaciones que ocurren en un periodo de aproximadamente 24 horas y el mas
notable en nuestra especie es el ciclo suefio-vigilia. En los mamiferos dichos ritmos estan controlados por un reloj maestro
que se localiza en el ndcleo supraquiasmatico (NSQ), ubicado en el cerebro. Estos ritmos son enddgenos pero necesitan
sincronizarse a los ciclos externos de luz-oscuridad para que tengan una funcién adaptativa a los organismos. La informa-
cion fética externa es transmitida a través del tracto retinohipotaldmico, una haz de fibras que va de la retina hasta el ntcleo
NSQ. En el presente trabajo se estudio la anatomia y el desarrollo ontogenético de dicho tracto en el conejo en dos
condiciones, cuando su sincronizador principal es el alimento (dia postnatal 1 y 9) y en adultos cuando su principal
sincronizador es la luz, con el trazador B toxina de colera. Eltracto esta presente desde los dias 1y 9 postnatal cuando los
individuos aun no abren los ojos y presenta un desarrollo gradual de inervacién en el NSQ. Esto es en el dia 1 se observan
escasas fibras en el nlcleo, pero en el dia 9 ya se observa una intensa inervacién, la cual es similar a la del adulto. Sin
embargo se debe determinar si tanto en el dia 1y 9 dicha inervacién ya es funcional, esto es, si responde a la estimulacién
fética ya que el principal sincronizador de estos sujetos es el alimento y no la luz.

Palabras clave: tracto retinohipotalamico, ritmo circadico, ndcleo supraquiasmatico, conejo.

ABSTRACT. Circadian rhythms are fluctuations with a period around 24 hrs and the most remarkable in humans is the
awake-sleep cycle. In mammals these rhythms are under control of a master clock in the suprachiasmatic nucleus (SCN),
in the brain. However these rhythms are endogenous, need to be synchronized to the external light-dark cycles in order to
have an adaptive value for the individuals. Photic external information is transmitted through retinohypothalamic tract, a
bundle of fibers from retina to SCN. In the present contribution we analyzed the anatomy and ontogenetic development of
this tract in rabbits in two conditions, when their main synchronizer is food (postnatal days 1 and 9) and in adults when their
main synchronizer is light, with aid of the tracer cholera toxin . Retinohypothalamic tract is present at postnatal days 1 and
9 when eyelids are closed and presents a gradual development; scarce fibers on postnatal day 1, but on day 9 it has a
dense innervation, similar to adult subjects. It remains to determine whether the tract is functional at postnatal day 1 and 9,
i.e., if responds to photic stimulation when the main synchronizer at these age is food, not light.

Key words: retinohypothalamic tract, circadian rhythm, suprachiasmatic nucleus, rabbit.
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INTRODUCCION

Durante el proceso de evolucion los organismos
han desarrollado estrategias para adaptarse al medio am-
biente, el cual presenta variaciones ciclicas diarias y estacio-
nales a lo largo del afio. Durante este proceso se desarrolld
un complejo de mecanismos fisioldgicos adaptados a di-
chos cambios medioambientales denominado sistema
circadico. La funcion de este sistema, en conjunto, es la de
proveer ritmos bioldgicos a los organismos. Por ejemplo en
nuestra especie, se presentan variaciones diarias en la con-
centracion de ciertas hormonas como el cortisol tanto en
hombres como en mujeres o fluctuaciones de las hormonas
reproductivas en la mujer que dan como consecuencia la
existencia del ciclo menstrual (van Cauter & Buxton 2001).
El sistema circadico implica la existencia de un marcapasos,
esto es de un “reloj” bioldgico” que en los mamiferos se
encuentra localizado en una regién del cerebro, el
hipotalamo, y que se llama nlcleo supraquiasmatico (NSQ).
Este nucleo tiene dos componentes: una region central y
una corteza, denominadas “core” y “shell” (en inglés), que
se denominan también porcion ventrolateral y dorsomedial,
respectivamente (Moore & Leak 2001). EI NSQ junto con
otras estructuras cerebrales son capaces de mantener los
ritmos bioldgicos de manera auténoma, esto es, sin influen-
cias externas al organismo. Sin embargo, como ya se men-
ciono, la razon de que se haya desarrollado el sistema
circadico es la de adaptarse a las cambiantes condiciones
medioambientales y por lo tanto el individuo necesita infor-
macion acerca de sus variaciones. EI medio por el cual el
NSQ recibe dicha informacion es a través de un grupo de
fibras nerviosas que parten de la retina y realizan contactos
sinapticos tanto en el NSQ como en otras estructuras del
hipotalamo y del cerebro. Este grupo de fibras se denomina
tracto retinohipotalamico (TRH) y esta presente en todos
los mamiferos que hasta ahora se han estudiado, incluyen-
do al hombre (Johnson et al. 1988; Dai et al. 1998).

Teniendo en cuenta la importancia del sistema
circadico en mamiferos se decidio estudiar el tracto retino-
hipotalamico del conejo tanto en animales adultos como en
sujetos recién nacidos de 1 dia y de 9 dias, antes de que
abran los parpados. La hipotesis propuesta en el presente
trabajo es que el TRH no esta presente en los individuos
de 1 dia de nacidos, pero si se detecta en los individuos de
9 dias de edad. El conejo presenta caracteristicas circadicas
extraordinarias. Caba & Rovirosa (2002) registraron que
estos sujetos durante los primeros dias después del naci-
miento estan sincronizados por el alimento que les provee
la madre y después de que abren los parpados, son sincro-
nizados principalmente por la luz. El estudio de este siste-
ma en el conejo sera Util para una mejor comprension del
sistema circadico de esta especie, la cual se ha estudiado
desde diversos enfoques por este grupo de trabajo (Caba
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& Rovirosa 2002; Caba et al. 2003a; Caba et al. 2004; Toledo
et al. 2004).

MATERIALES Y METODOS

Los conejos utilizados fueron de la raza Nueva
Zelanda blanco. Estos conejos fueron criados y manteni-
dos en jaulas individuales en condiciones controladas de
bioterio, con alimento (Conejina, Purina) y agua ad libitum.
La caracterizacion del TRH se realizé utilizando el trazador
anterogrado R-toxina de célera (3-TC) administrado a indi-
viduos de tres diferentes edades: Dia 1 postnatal (P1); Dia
9 postnatal (P9) y hembras adultas (Adultos). Los sujetos
de 1y 9dias de edad fueron anestesiados con 300 y 400 p!
de Inoketam 1000 (Virbac; alrededor de 300 y 400 mg de
Clorhidrato de Ketamina, respectivamente). Las hembras
adultas se sometieron a anestesia profunda con Xilazina
(0.75 ml/4 kg, Fort Dodge) y posteriormente 1.2 ml/4 k
Inoketam 1000 (120 mg de Clorhidrato de Ketamina). La R-
TC (List Laboratories) al 0.5%, se disolvié en Dimetil
sulféxido al 0.1% (DMSO, Sigma) y se inyect6 en la camara
posterior del 0jo con una jeringa Hamilton. El volumen total
fue de 3 pl para los sujetos de 1 dia, de 5 il paralos de 9y
24 ul. para los adultos. La solucién de R-TC y DMSO se
inyectd de la manera siguiente: 2 pl cada 30 seg. y al final
se espero un lapso de 3 minutos para retirar la aguja y evi-
tar que la solucién salga. Cuando los sujetos se recupera-
ron de la anestesia los neonatos se transfirieron a un nido
maternal y los adultos a una jaula individual y 48 hrs. des-
pués se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital
sddico (100 mg/kg). Inmediatamente se prefundieron
intracardialmente con paraformaldehido al 4% y posterior-
mente el cerebro se cortd en secciones de 50 pum. El tejido
se expuso a suero normal de caballo, anticuerpo primario
anti-toxina de colera (List Laboratories), anticuerpo secun-
dario anti-cabra (Vector Labs.), aumentador de la sefial (kit
ABC; Vector Labs) y finalmente con diaminobenzidina en
presencia de sales de nickel y cobalto que producen un pre-
cipitado purpura-negro. Las secciones se montaron en
portaobjetos con gelatina, se deshidrataron y finalmente se
les coloco un cubreobjeto con Permount (Fisher) y se ana-
lizaron bajo el microscopio dptico (BX Olympus), reali-
zandose dibujos de cadmara lucida de las secciones donde
se observd inmunorreactividad de la toxina. La localizacion
anatomica de la inmunorreactividad de la B-TC (B-TC-ir) se
identificd en base a un atlas de cerebro de conejo (Gerhard
1968) y a la experiencia previamente publicada para el ce-
rebro de esta especie (Caba et al. 2003b).

RESULTADOS

El TRH esta presente desde el nacimiento, ya que
en los sujetos inyectados en el dia 1 postnatal se observd
inervacion del nucleo supraquiasmatico (Figura 1). No obs-
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Figura 1. Proyeccion del tracto retinohipotalamico en el nucleo
supraquiasmatico de un sujeto en el dia 1P (delimitado con lineas pun-
teadas se presentan tres niveles del nlcleo, anterior (A), medial (B) y
caudal (C) de dicho nucleo. Note como las fibras son mas abundantes a
nivel medial y caudal. l11V, tercer ventriculo; QO, quiasma dptico; NSO,
nucleo supradptico. Escala = 200 pum).

Figure 1. Retinohypothalamic tract innervation in the suprachiasmatic
nucleus at postnatal day 1. (Three levels of the nucleus, anterior (A),
medial (M) and caudal (C) are shown, delimitated with dotted lines. Note
that the fibers are more abundant at medial and caudal levels. IV third
ventricle, QO, optic chiasma, NSO, supraoptic nucleus. Escale bar= 200

pm).

tante que la inyeccion de B-TC se realizd en la cdmara in-
terna de un solo 0jo, esto es, unilateral, las fibras se detec-
taron inervando la mayor parte del volumen de los dos nu-
cleos supraquiasmaticos, esto es, de manera bilateral, la
cual se observo en los tres grupos utilizados. En la Figura 2
se presenta esta caracteristica en un sujeto en el dia
postnatal 9. En el quiasma éptico se distribuyd la
inmunorreactividad de R-TC sélo en el lado contralateral, al
sitio de la inyeccion (Figuras 2 y 3). Tanto a nivel anterior,
medial y posterior del NSQ hay abundantes fibras del
quiasma optico que salen hacia el NSQ. Este mismo patrén
bilateral que abarca casi todo el NSQ se presenta en los
animales inyectados en el dia 9 y sacrificados en el dia 11
postnatal. Sin embargo, existen notables diferencias. Hay
un mayor numero de fibras, las cuales ocuparon toda la
porcidn del NSQ (Figura 2). Ademas, existe un cambio adi-
cional, ya que se detectaron algunas fibras aisladas o en
pequefos agregados en diversas regiones hipotalamicas,
principalmente en el area predptica, area supradptica, area
retroquiasmatica, nucleo infundibular y en la regién
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Figura 2. Proyeccion del tracto retinohipotaldmico en el nicleo
supraquiasmatico de un conejo adulto (delimitado con lineas punteadas
se presentan tres niveles del nucleo anterior (A), medial (B) y caudal (C)
de dicho nucleo. La administracion se realizo unilateral y la proyeccion
de la B-TC se difundié a los dos nucleos. Note la densa inervacion que
abarca la mayor parte del volumen del nicleo. A nivel medial y posterior
las fibras salen de los limites del nucleo hacia otras regiones
hipotalamicas. Caracteristicas similares se observan en los sujetos in-
yectados en el dia 9P. Escala = 200 pum).

Figure 2. Retinohypothalamic tract innervation in the suprachiasmatic
nucleus in an adult rabbit. (Three levels of the nucleus, anterior (A), medial
(B) and caudal (C) are shown, delimitated with dotted lines. However that
the injection was in one eye B -TC diffused to both nuclei. Note the
dense innervation in almost the entire nucleus. At medial and posterior
level fibers exit the nucleus towards other hypothalamic regions. Similar
characteristics are detected in subjects injected at postnatal day 9. Esca-
le bar = 200um).

periventricular, incluyendo el nucleo paraventricular. Esta
distribucion de fibras hacia otras regiones hipotaldmicas se
aprecia en la Figura 3, en la cual también se ilustra la distri-
bucion antero-caudal de las fibras del TRH y como se pue-
de observar, salen del quiasma optico antes de la presen-
cia del NSQ (3A), inervan todo el NSQ (3B-D), permanecen
en el hipotdlamo, formando un gran agregado, en niveles
en los que el NSQ ya no esta presente (3E-F) e inervan
varias otras regiones hipotalamicas, como ya fue indicado
(3B-F). En los adultos este patron persiste, sin embargo,
tanto en adultos como en los sujetos del dia 9P se observé
ademas una tendencia contralateral, esto es, el marcaje se
distribuye en ambos nucleos, pero en mayor proporcion en
el lado donde se aplico la B-TC.
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Figura 3. Distribucion antero-caudal de las fibras del Tracto
retinohipotaldmico en el Nicleo supraquiasmatico y otras regiones
hipotalamicas. (Estos esquemas estan basados en dibujos de camara
lucida en sujetos inyectados en el dia 9P. La porcidn derecha de la figu-
ra, sombreada, corresponde a la porcion contralateral al sitio de la inyec-
cion. Una vez que aparece el quiasma dptico (QO), comienzan a salir
fibras de dicho quiasma hacia el hipotalamo (A) e inervan el NSQ en toda
su extension (B-D) y otras regiones hipotalamicas como el &rea predptica
(APO), area hipotalamica anterior (AHA), nticleo paraventricular (NPV) y
nucleo infundibular (NI). 111V, tercer ventriculo; vL, ventriculo lateral; Am,
amigdala; ca, comisura anteior; f, férnix; to, tracto optico).
Figure 3. Antero-caudal distribution of retinohypothalamic tract fibers in
the suprachiasmatic nucleus and other hypothalamic regions. (Drawings
were made with aid of camera lucida from subjects injected at postnatal
day 9. The shadow in the right side of each drawing corresponds to the
contralateral side of the injection. At the anterior level of the optic chiasma
(QO) fibers start to exit towards the hypothalamus (A) to innervate the
NSQ throughout its extension (BD) and other hypothalamic regions as
the preoptic area (APO), anterior hypothalamic area (AHA), paraventricular
nucleus (NPV) and infundibular nucleus (NI). IV, third ventricle; vL, late-
ral ventricle; Am, amigdala; ca, anterior commisure; f, fornix, to, optic
tract).

El sistema del TRH va de la retina a la porcion
ventrolateral (“core”) del NSQ y a otras regiones
hipotaldmicas, como se explicd. Sin embargo, este siste-
ma, denominado circadico, es independiente del sistema
visual, el cual también parte de la retina y hace sinapsis en
el nucleo geniculado lateral y posteriormente envia conexio-
nes hacia la corteza occipital para la integracion final de la
informacion visual. Ambos sistemas se presentan en la Fi-
gura 4.

DISCUSION

Este es el primer registro acerca del TRH en el co-
nejo, utilizando R-TC. Con esta técnica se analizé el desa-
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Figura 4. Proyecciones de la retina hacia el nucleo supraquiasmatico y
hacia la corteza visual (El tracto retinohipotalamico comprende fibras que
parten de las células ganglionares de la retina y terminan en el ntcleo
supraquiasmatico y otras regiones hipotalamicas. Este sistema se deno-
mina circadico, en contraposicion al sistema visual, que son fibras que
también parten de la retina pero realizan sinapsis en el ntcleo geniculado
lateral y posteriormente envian la informacién a la corteza visual para. El
tracto retinohipotalamico se presenta como una linea continua que parte
de laretina hacia la porcion ventrolateral (VL) del nlicleo supraquiasmatico.
DM, porcion dorsomedial. Modificado de Ibata et al. 1999).

Figure 4. Projections from retina to the suprachiasmatic nucleus and to
the visual cortex. (Retinohypothalamic tract fibers begins from ganglionar
cells in the retina and ends in the suprachiasmatic nucleus and other
hypothalamic regions. This system is called circadian in opposition to the
visual system, which fibers also begins from retina but make synapsis at
the lateral geniculate nucleus and then the information is send to the vi-
sual cortex. The retinohypothalamic tract is represented with a continuous
line from retina to the ventrolateral portion (VL) of the suprachiasmatic
nucleus. DM, dorsomedial region. From Ibata et al. 1999).

rrollo del tracto asi como el patrén en el animal adulto. En
base a los resultados de este estudio se encontrd que, con-
trario ala hipétesis planteada, el TRH ya esta presente des-
de el dia postnatal 1. En el dia postnatal 9 la distribucién del
TRH ya es similar a la del adulto. Existen notables diferen-
cias en el desarrollo del TRH del conejo en relacion con la
rata y el hadmster, las Unicas especies en las que se ha estu-
diado la ontogenia del mismo (Speh & Moore 1993). En la
rata, las primeras fibras que alcanzan el NSQ aparecen en
el dia P1 en su porcion ventral y en el dia P4 se observan
ademas en la porcion lateral del NSQ. En el dia P15, se
alcanza el patrén de adulto que consiste basicamente en la
misma distribucion que en el P4, solamente que se observa
una mayor densidad en la misma region ventrolateral (Speh
& Moore 1993).
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En el hamster existe un desarrollo diferente, ya que
las primeras fibras que alcanzan el NSQ se observan hasta
el dia P4, a diferencia de la rata en la que estan presentes
desde el dia P1. Este marcaje aparece unicamente en la
porcidn ventral del NSQ, justo dorsal al quiasma optico y a
partir del dia 6-8 postnatal alcanza gradualmente toda la
porcidn ventrolateral del NSQ hasta el dia P15, donde se
alcanza el patrén de adulto. Este patron consiste de una
intensa inervacidn de la region ventrolateral del NSQ, el cual
tiene forma de media luna, con los extremos dirigidos hacia
el tercer ventriculo (Speh & Moore 1993). Esto es, ni en la
rata ni en el hdmster se observan fibras en la region central
del NSQ, solo se observan en la porcion lateral de la corte-
za.

En el dia P1, las fibras se observaron ya inervando
el NSQ, en su porcion ventral y aparentemente ocupan la
mayor parte del volumen del nicleo a nivel medial. En las
secciones anteriores del nlcleo las proyecciones se obser-
van solamente en la region ventral, mientras que en las sec-
ciones mediales inervan practicamente todo el NSQ, aun-
que son escasas, comparadas con las que se presentan en
el dia P9. En secciones posteriores la inmunorreactividad
de la B-TC se observa fuera de los limites del NSQ hacia la
region subparaventricular (Figura 3).

Los resultados de este estudio coinciden con los
datos en la rata (Speh & Moore 1993), ya que estos autores
también registraron inmunorreactividad desde el dia 1. Sin
embargo, el conejo difiere completamente tanto con la rata
y el hdmster, ya que el marcaje de R-TC ocupa todo el volu-
men del NSQ, a diferencia de las otras especies en las que
solo se observan en la porcion ventral (rata) o ventrolateral
(hamster). En otras especies de mamiferos estudiados
(Cooper et al. 1989), incluso el humano (Dai et al. 1998),
las fibras del TRH se observan también de manera abun-
dante en la regién ventrolateral del NSQ.

Aparte de estas diferencias en la inervacion del
NSQ, el TRH presenta fibras de proyeccion hacia otras re-
giones hipotaldmicas y extra-hipotalamicas. En el conejo
estas fibras son escasas y se observan en diversas regio-
nes del hipotalamo, como se mencion¢ en resultados (Fi-
gura 3). Sin embargo sélo estan presentes en el diaP9y en
Adultos, pero no en los sujetos P1. Este resultado difiere
del patrén observado en la rata (Speh & Moore 1993), en
las que se observo una gran cantidad de fibras en diversas
regiones hipotalamicas, pero en el dia P15 la mayoria ha
desaparecido y este patron persiste en el animal adulto. Esta
disminucién de fibras sugiere una maduracion de conexio-
nes funcionales hacia el hipotalamo, lo cual se apoya en
datos que indican una pérdida de células ganglionares de

la retina y de sus axones durante el desarrollo en la rata
(Lam et al. 1982). En el conejo no observamos este proce-
so0 ya que las fibras hacia otras regiones fuera del NSQ apa-
recen gradualmente y en este respecto el desarrollo es si-
milar al hamster.

Teniendo en cuenta que la funcién principal del TRH
es la de proveer informacién fética para sincronizar el NSQ,
es necesario determinar qué regién responde a la
estimulacion de un pulso de luz tanto en adultos como en
neonatos. Resultados preliminares indican que en conejos
adultos solamente la zona ventral del nucleo expresa pro-
teina Fos, un marcador de actividad neuronal, a un pulso
de luz durante la noche subjetiva (Toledo et al. 2004). Esta
respuesta del nticleo en la regién ventral es similar a lo ob-
servado en ofras especies de mamiferos (Meijer 2001). Sin
embargo, no se sabe si las fibras del tracto que observa-
mos ya en el NSQ en el dia P1 y P9 son funcionales, lo cual
debe ser determinado con experimentos de exposicion a
un pulso de luz. Este resultado es necesario para determi-
nar si el ndcleo responde a la estimulacién fética cuando su
principal sincronizador es el alimento (Jilge 1995; Caba et
al. 2003a). Ademas, futuros experimentos deberan deter-
minar si las fibras observadas en la region central estable-
cen contactos con neuronas del NSQ, asi como su natura-
leza fenotipica.

En conclusién, el Tracto retinohipotalamico del co-
nejo se encuentra presente en el dia 1y 9 postnatal cuando
los gazapos dependen del alimento para sincronizarse y no
de laluz. Sin embargo sera necesario evaluar si dicho tracto
ya es funcional. En el conejo adulto las fibras del TRH ade-
mas de presentarse en la region ventrolateral del NSQ ocu-
pan gran parte del volumen de dicho nucleo, ya que abar-
caron tanto la region central como la corteza, con una ten-
dencia contralateral hacia el lado donde se realizd la inyec-
cion. Es necesario determinar por medio de experimentos
de doble marcaje si las fibras observadas en todo el nicleo
realizan contactos sinapticos, en qué subregiones del nu-
cleo, asi como la naturaleza fenotipica de las células sobre
las que se realizan contactos. Solamente con dicha infor-
macion sera posible determinar cual es el significado fun-
cional de las caracteristicas especiales del TRH de esta
especie.
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