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RESUMEN 

Cuando el acceso al alimento se restringe a unas horas al día, los animales 

desarrollan actividad de anticipación que consiste de un incremento en la actividad 

locomotora, el pico de corticosterona, de ácidos grasos y de la temperatura 

corporal se recorren hacia horas previas a la llegada del alimento. 

Este fenómeno de sincronización está relacionado a la expresión de un reloj 

independiente del núcleo supraquiasmático. Hemos propuesto que el oscilador 

(OSA) está constituido por un sistema redundante formado por las diversas 

estructuras del sistema nervioso central y órganos periféricos que participan en el 

procesamiento y regulación de la conducta ingestiva y el balance energético Para 

este modelo resulta indispensable comprender cuales estructuras median las 

entradas y salidas y cuales forman el mecanismo del oscilador. 

El presente trabajo tuvo como objetivo identificar las estructuras del sistema 

nervioso central que participan en este fenómeno de sincronización por el 

alimento, utilizando como herramienta la expresión de la proteína c-Fos como 

marcador de actividad neuronal. 

Los resultados muestran que el núcleo del tracto solitario, el núcleo parabraquial y 

paraventricular hipotálamico muestra una intensa activación neuronal posterior al 

momento de la alimentación lo que sugiere están involucradas con la transmisión 

de la señal generada por la comida y por lo tanto pueden constituir las vías de 

sincronización. El complejo amigdalina, el área perifornical y el núcleo 

tuberomamilar mostraron un aumento en la expresión de proteína c-Fos previo al 

momento del alimento sugiriendo una relación con la generación de la actividad 

anticipatoria al alimento. En la corteza prefrontal, corteza infralímbica, núcleo 

paraventricular talámico y los núcleos dorsomedial y lateral del hipotálamo, 

encontramos una anticipación y persistencia en ayuno de la activación por el 

alimento, que sugieren que están relacionados con los mecanismos del reloj. En 

conclusión , reiteramos que este reloj está constituido por un sistema en donde 

interactúan diferentes estructuras del sistema nervioso central y que éstas 

participan diferencialmente en los diversos procesos de la sincronización por 

alimento. 
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ABSTRACT 

When food is restricted to a few hours daily, animals exhibit food anticipatory 

activity (FAA) characterized by behavioural arousal and locomotor activation 2-3 h 

preceding food access. Corticosterone, free fatty acids and core temperature shift 

their phase anticipating the daily meal 

lt is well accepted that food entrainment depends upan a circadian oscillator 

independent of the SCN because food entrainment is elicited in animals with 

bilateral lesions of the SCN. lt has been suggested that this food entrained 

oscillator (FEO) may be constituted by a distributed and possibly redundan! system 

built up by diverse central nervous structures and peripheral organs involved with 

the processing and regulation of ingestive behaviors and energy balance .To 

characterize this model of FEO, it is necessary to identify which structures mediate 

the input of entraining signals, which structures constitute the clock work and which 

mediate the output that generales F AA. 

The aim of this study was to identify in the central nervous system !hose structures 

involved in the process of food-entrainment. Therefore we used the protein c-Fos 

as marker of the neuronal activity. 

Data indicate a marked cellular activation in the paraventricular nucleus and brain 

stem nuclei after meal time, which did not persist in fasting, suggesting that this 

structures are mainly involved with the response to signals elicited after feeding 

and could therefore be part of the entraining pathway . F ood entrainment produced 

increased c-Fos-IR anticipating meal time in the amygdala nuclei, perifornical area 

and tuberomammilar nucleus indicating their possible involvement in the 

generation of AA Food-entrained c-Fos-IR patterns persisted after three days in 

fasting in the dorsomedial and lateral hypothalamic nuclei , prefrontal cortex, lateral 

septum and paraventricular thalamic nucleus suggesting an involvement of these 

nuclei in a time keeping system entrained by feeding schedules. 

In conclusion, we confirm that diverse cerebral structures are involved in food

entrainment and that they are differentially contributing to this time keeping system. 
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ABREVIA TURAS 

u-MSH: Hormona estimudora (alfa) del melanocito 

22A : 22 horas de Ayuno 

22A-R : 22 horas de Ayuno y Re-alimentación 

3V : Tercer ventriculo 

4V : Cuarto ventriculo 

A : Ayuno 

AA : Actividad Anticipatoria 

Acc : Núcleo Accumbens 

AGRP : Proteína Relacionada al Gene Agouti 

AL : adlibitum 

AP : Área Postrema 

APO : Área Preóptica 

ARC : Núcleo Arqueado 

BLA : Amígdala Basolateral 

BNST : Núcleo de la Estría Terminalis 

CA 1 : Área 1 del Cuerno de Ammon 

CA2 : Área 2 del Cuerno de Ammon 

CA3 : Área 3 del Cuerno de Ammon 

CART : Trascripto semejante a Cocaína y 

Anfetamina 

CCK : Colesistocinina 

CeA : Amígdala central 

IR : lnmuno-reactividad 

CIL : Corteza lnfralimbica 

CPF : Corteza Prefrontal 

CPL : Corteza Prelimbica 

DMH : Núcleo Dorsomedial del Hipotálamo 

DMX : Núcleo Dorsal Motor del vago 

DO : Densidad Óptica 

F-ZT : Food-Zeitgeber Time 

IEGs : Genes de Expresión Inmediata 

IX : Nervio Glosofaringeo 

LCR : Liquido Cefalorraquídeo 

LH : Núcleo Lateral del Hipotálamo 

MCH : Hormona Concentradora de Melatonina 

MeA : Amígdala Medial 

NPY : Neuropéptido Y 

NSQ : Núcleo SupraquiasmaticoO 

NTS : Núcleo del Tracto Solitario 

PBN : Núcleo Parabraquial 

PE : Persistencia 

PeF : Núcleo Perifornical 

Per/PER: Gen/Proteína "Periodo" 

POMC : Hormona Proopiomelanocortina 

PVN : Núcleo Paraventricular del Hipotálamo 

PVT ; Núcleo Paraventricular del Tálamo 

RA : Restricción de Alimento 

RSA : Reloj Sincronizado por el Alimento 

SL : Septum Lateral 

SNC : Sistema Nervioso Central 

sol : Tracto Solitario 

TM : Núcleo Tuberomamilar del Hipotálamo 

V : Nervio Trigémino 

VII : Nervio Facial 

VMH : Núcleo Ventromedial del Hipotálamo 

VTA : Área Ventral Tegmental 

X : Nervio Neumogástrico (Vago) 
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INTRODUCCIÓN 

RITMOS BIOLÓGICOS 

La organización temporal es una característica fundamental de los 

organismos (Pittendring. 1993), manifestándose a través de cambios cíclicos en 

casi todas los eventos fisiológicos y conductuales. Existe una gran cantidad de 

estímulos en el medio ambiente que pueden afectar al organismo; entre estos 

podemos mencionar la alternancia entre el día y la noche, las oscilaciones diarias 

de la temperatura, de la presión atmosférica, y de la humedad. 

Según Aschoff ( 1981) "la recurrencia de cualquier evento en un sistema 

biológico con intervalos más o menos regulares puede ser considerada un ritmo 

biológico" 

Todos los organismos vivos presentan fluctuaciones periódicas que varían a 

diferentes frecuencias, desde las muy altas que oscilan a un ciclo por milisegundo, 

como la actividad eléctrica cerebral , o que oscilan con varios ciclos por minuto, 

como el ritmo del latido cardiaco, hasta las frecuencias muy bajas como el ritmo de 

reproducción de algunos animales y la hibernación, que se presentan una vez por 

año. 
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Uno de los cambios ambientales cíclicos de mayor influencia sobre los 

procesos rítmicos de los organismos es el ciclo luz-oscuridad (la alternancia día

noche ), el cual está determinado por el movimiento de rotación de la Tierra (Fig . 

1) 

Figura l. Movimiento de rotación y translación de la tierra, fenómeno que 
generan los cambios diarios de luz-oscuridad y de las estaciones del año, 
respectivamente. 

El desarrollo de la vida en un ambiente que presenta cambios cíclicos llevó 

a desarrollar diversas estrategias tanto conductuales como fisiológicas para 

mantener un equilibrio funcional con el medio cambiante en el que se encuentran. 

Desde el punto de vista evolutivo a estos mecanismos se les ha denominado 

selección natural y el resultado de esta selección es el proceso de adaptación que 

han definido a las especies. Pittendrigh (1993) sugirió que la repet ición ordenada y 

por lo tanto predecible de los ciclos ambientales, fue asimilada por los organismos 

mediante la creación de programas temporales internos que sincronizan las 

actividades metabólicas, fisiológicas y conductuales, permitiendo anticiparse al 

cambio ambiental que van a enfrentar. 
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La cronostasis define la existencia de procesos periódicos internos en un 

organismo que se han generado como mecanismos de adaptación ante un 

ambiente fluctuante. Todos los organismos presentan fluctuaciones en procesos 

fisiológicos y conductuales en intervalos de tiempo constante, que les permite 

organizar sus actividades de acuerdo a los momentos óptimos del día, lo cual 

implica que en alguna parte del organismo hay un sistema capaz de cuantificar el 

tiempo, lo que Pittendrigh denominó reloj biológico (Pittendrigh. 1993), del que 

depende la organización temporal de los organismos. 

La cronobiología que es el estudio de los ritmos biológicos se ha 

desarrollado desde hace ya más de 2 siglos, aunque durante mucho años se 

pensó que, las variaciones cíclicas de los organismos dependían solamente de los 

cambios cíclicos del medio ambiente; es decir, una simple respuesta. Por lo tanto, 

se pensaba que los ritmos tenían únicamente un origen exógeno 

Sin embargo, durante el siglo XVIII el Francés J. De Marian, encontró que 

los cambios o variaciones rítmicas de algunas plantas y flores se mantenía aún en 

ambientes de oscuridad continua, es decir sin señales externas que indiquen el 

paso del tiempo. 

Con estas observaciones se propuso que los ritmos biológicos no dependen 

sólo de señales externas, sino que tienen un origen endógeno y que pueden 

responder a señales ambientales (Pittendrigh. 1981 ). 

A principios de 1900 se desarrolló el concepto de memoria temporal. Se 

pensaba que los organismos poseían un mecanismo para generar cierta 

organización temporal en sus procesos Posteriormente, Aschoff y Pittendrigh 

(1957) basados en resultados de sus experimentos, eliminaron la idea de una 

memoria temporal demostrando la capacidad endógena que los organismos tienen 

para medir el tiempo, y por lo tanto la necesidad de un sistema de medición 

temporal, "el reloj biológico". 

Se considera reloj biológico al sistema que tiene la capacidad de generar 

una organización temporal rítmica en el organismo así como de imponer un 

periodo y una fase a los procesos internos. 
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Para el estudio de los ritmos biológicos, se consideran una serie de 

características que permiten su evaluación; las variables de estudio son: periodo, 

frecuencia y amplitud. 

• El periodo de un ritmo biológico se refiere al tiempo necesario para que se repita 

un mismo fenómeno y es generado por el reloj biológico. 

• La frecuencia es el número de ciclos con el mismo periodo que se repiten en una 

unidad de tiempo. 

• La amplitud se define como la diferencia que existe entre el valor máximo y el 

valor mínimo de un parámetro fluctuante. 

Los ritmos biológicos se pueden clasificar de acuerdo a su periodo o bien 

de acuerdo al estímulo geofísico al que se relaciona directamente su periodo de 

oscilación (Tabla 1 ). Por su periodo se clasifican en ritmos ultradianos, los cuales 

se caracterizan principalmente por tener un periodo menor de 24 horas, ritmos 

circadianos con un periodo de aproximadamente 24 horas y ritmos infradianos con 

periodos mayores de 24 horas. 

Tabla 1. Clasificación de los ritmos según /os ciclos geofísicos o su periodo. 

ESTIMULO GEOFISICO RITMO PERIODO DE 
BIOLÓGICO OSCILACIÓN 

Mareas Circamareal Ultradiano 
Ciclo día - noche Circadiano Circadiano 

Ciclos lunares Circalunar lnfradiano 
Ciclos anuales Circanual lnfradiano 
(estaciones) 
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Ritmos Ultradianos 

Los ritmos ultradianos como se mencionó anteriormente son fluctuaciones 

que presentan una frecuencia alta, es decir su periodo es menor de 24 horas. El 

periodo de este tipo de ritmos abarcan desde algunos milisegundos, minutos hasta 

algunas horas. Dentro de esta clasificación se pueden observar la actividad 

neuronal , la frecuencia de contracción cardiaca y la liberación de algunas 

hormonas así como algunas manifestaciones conductuales , fases de sueño y en 

algunas especies marinas ritmos de 12 horas asociados a las mareas. 

Los ritmos ultradianos se encuentran regulados por un proceso de 

retroalimentación fisiológica del cual dependen las oscilaciones del ritmo y no por 

un sistema de medición del tiempo. Por otro lado, la mayoría de los ritmos 

ultradianos presentan oscilaciones circadianas sobrepuestas a su oscilación 

ultradiana. 

El ritmo cardiaco y el ritmo respiratorio son considerados como ejemplos de 

ritmos ultradianos, que dependen de un sistema de retroalimentación y que 

además muestran una fluctuación en su frecuencia durante el día, evidenciando la 

existencia de un reloj biológico circadiano 

Ritmos lnfradianos 

Son ritmos con una frecuencia de oscilación baja es decir su periodo es 

mayor de 24 horas. Estos ritmos se encuentran en una variedad de organismos 

marinos, los cuales se sincronizan por ciclos lunares (entre 28 y 30 días) En 

mamíferos, un ejemplo muy claro de un ritmo infradiano es el ciclo menstrual en la 

mujer y en otros primates. Otros procesos endocrinos, metabólicos y conductuales 

en primates también se presentan con una periodicidad infradiana (Turek. 1994 ). 

Por otro lado durante el año el ambiente presenta cambios muy 

considerables para cualquier organismo, tales como las fluctuaciones en la 

temperatura , la abundancia relativa de alimento durante las diferentes estaciones. 

A estos se asocian ritmos circanuales como la hibernación. Este es sólo un 

ejemplo de los procesos cíclicos que presentan ritmicidad circanual. 
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Ritmos Circadianos 

Los ritmos circadianos (cercanos a un día, periodo cercano a 24 h), son los 

ritmos más estudiados ya que muchos parámetros fisiológicos y conductuales 

presentan este tipo de ritmicidad, además de que son de fácil acceso para su 

estudio. La alternancia día-noche es uno de los eventos ambientales de mayor 

relevancia para la expresión de los ritmos circadianos. La ingestión de alimento y 

de agua, la alternancia actividad-reposo, los procesos metabólicos y bioquímicos 

son algunos de los eventos que se encuentran en sincronización con la alternancia 

entre el día y la noche. 

Algunas actividades conductuales de tipo circadiano se ven acompañadas 

de procesos fisiológicos que también se presentan con la misma fase, por ejemplo 

la temperatura corporal en animales nocturnos muestran el mayor incremento 

durante la noche, mientras que en animales diurnos se da durante el día. El ritmo 

de la temperatura corporal se encuentra relacionado a la actividad física de los 

organismos. 

Otro parámetro fisiológico en donde se puede observar un ritmo circadiano 

sincronizado a la alternancia día-noche, es el de corticosterona. El aumento en las 

concentraciones plasmáticas de corticosterona en animales y cortisol en el 

humano comienza al final de la noche y disminuye al final del día (Follenius y cols . 

1982). Se ha demostrado en humanos que la secreción de la hormona del 

crecimiento tiene un ritmo circadiano, presentando una secreción máxima durante 

las primeras horas del sueño (Van Cauter y cols. 1992). De tal manera existe una 

gran cantidad de fenómenos en los organismos que presentan ritmicidad 

circadiana; los ejemplos conductuales y fisiológicos antes mencionados son sólo 

algunos. 

11 



El Núcleo Supraquiasmático 

EL núcleo supraquiasmático (NSQ) se encuentra en la parte anterior ventral 

del hipotálamo inmediatamente arriba del quiasma óptico. Diversos estudios en 

mamíferos han demostrado que este núcleo es el principal oscilador o reloj 

endógeno generador de los ritmos circadianos (Moore y Eichler. 1972). 

La función del NSQ como un reloj biológico, se logro cuando Moore y 

Eichler (1972) cuando encontraron que la destrucción de esta estructura eliminaba 

el ritmo de corticosterona. Simultáneamente Stephan y Zucker (1972) 

descubrieron que lesiones del NSQ eliminaban la ritmicidad circadiana de 

actividad locomotora y de ingestión de agua (Fig. 2). 

Figura 2. Actograma de doble representación (dos días) de actividad locomotora de un 
hámster. En la mitad superior del actograma se aprecia la orgamzación temporal de la 
conducta con un periodo de 24 horas. La .flecha indica el momento de la lesión del NSQ. 
f)espués de la fle cha la organización circadiana que se observaba previa a la lesión se 
vuelve totalmente arrítmica, el animal distribuye su conducta de manera azarosa sin 
ninguna organización temporal (Tomada de Moore, 1998). 
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Otra manipulación experimental que ha demostrado la capacidad del NSQ 

como reloj biológico circadiano, es que en animales con lesión del NSQ muestran 

un actividad locomotora arrítmica y cuando se realiza un transplante de tejido fetal 

hipotálamico que contenga neuronas del NSQ, se observa una recuperación de su 

ritmo en la conducta locomotora (Fig. 3) (Aguilar-Roblero y cols. 1986). 

o 12 24 12 24 

ACTIVIDAD 
RRITMICA 

Figura 3. Actograma de doble representación en el que se puede observar la 
conducta de 1117 hámster con lesión del NSQ. Posteriormente se implantó tejido f etal 
del hipotálamo anterior. Se puede wr la recuperación de la actividad locomotora en 
forma rítmica co111117 periodo estab/e. (J'omada de Af!uilar-Roblero v col., 1994) 

El NSQ como reloj biológico endógeno ha sido estudiado en diversas 

especies, tanto diurnas como nocturnas que pueden presentar ritmicidad 

circadiana. El NSQ de roedores es el que ha recibido mayor atención para el 

estudio de los ritmos circadianos, por lo que es el reloj biológico mejor 

caracterizado hasta la fecha 
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Fenómeno de Sincronización. 

Los procesos rítmicos se originan a partir de mecanismos endógenos en el 

organismo, pero estas oscilaciones deben estar en relación con la temporalidad 

del ambiente externo. Podemos definir a la sincronización como el fenómeno por 

el cual los ritmos endógenos se ajustan a los ritmos ambientales. En el medio 

ambiente existen señales que indican el transcurso del tiempo en forma periódica 

y a estas señales se les denomina sincronizadores (Pittendrigh. 1981 ). Una señal 

se considera sincronizador cuando se presenta regularmente, es predecible y 

proporciona información del paso del tiempo. 

El mecanismo de sincronización fue propuesto por Pittendrigh en 1959. 

Pittendrigh señalaba que la sincronización es la coordinación entre dos 

osciladores que presentan oscilaciones similares en donde se implica un control 

del periodo y de la fase por el sincronizador sobre el oscilador. Cuando se 

presenta la sincron ización la ritmicidad endógena ajusta su periodo y fase a la del 

sincronizador, es decir el sincronizador impone su fase y periodo al oscilador (Fig. 

4) 

La influencia de los cambios de luz-oscuridad sobre un oscilador es 

constante, por lo tanto el oscilador se ve afectado por el sincronizador de manera 

que se acelera y desacelera su velocidad de oscilación al estarse ajustando 

continuamente . Desde el momento en que un sincronizador afecta al oscilador, 

este empieza a ajustarse al periodo del sincronizador, pero dicho ajuste se 

presenta de manera gradual hasta ajustarse a la fase y periodo del sincronizador. 

A estos cambios graduales se les ha denominado ciclos transitorios . 

La sincronización de los ritmos circadianos depende de la existencia de un 

reloj circadiano así como de vías sensoriales a través de las cuales los estímulos 

externos, que pueden funcionar como sincronizadores, modifican este reloj 

(Escobar y cols. 1998) 
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Figura 4. En la figura de la izquierda se muestran 3 oscilaciones con un periodo 
distinto(To), las cuales posteriormente se exponen a un sincronizador con un periodo de 24 
horas(Tz). Al sincronizarse comienzan a oscilar con un periodo de 24 horas y cada uno con 
una relación de fase distinta hacia el sincronizador figura de la derecha (Tomada de 
Pittendri~h. 1981). 

Sincronización por alimento. 

La ingestión de alimento es un evento muy importante y necesario para la 

supervivencia y salud de todos los organismos, y para muchas especies la 

disponibilidad y acceso al alimento varía de acuerdo al ambiente en el cual viven. 

Para la gran mayoría de las especies, el alimento se encuentra disponible 

únicamente en momentos específicos del día durante los cuales pueden tener 

acceso a éste. Debido a esta restricción natural del alimento, los organismos han 

desarrollado estrategias eficientes tanto conductuales y metabólicas para la 

obtención de energía Algunos animales han desarrollado estrategias 

conductuales de búsqueda y almacenamiento de comida para enfrentar esta 

restricción de alimento, pero cuando la disponibilidad del alimento depende del 
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tiempo más que del lugar, los organismos han desarrollado la capacidad de poder 

"medir" el tiempo de disponibilidad por medio de relojes u osciladores endógenos. 

Muchos de los estudios actuales que tienen como fin analizar del fenómeno 

de la sincronización por alimento se han basado en los resultados que Augusto 

Forel reportó en 191 O. Forel propone en las abejas la existencia de mecanismos 

de medición de tiempo para comer. Forel denominó a este fenómeno memoria 

temporal (Gruart y col. 2002). 

Por otro lado, en 1922 Carl Richter reportó que ratas, sometidas a una sola 

comida al día tenían un aumento de su actividad locomotora antes de la llegada 

del alimento (Bolles y Stokes. 1965). El no lo relacionó con un reloj, sino a 

mecanismos de reforzamiento. Fue en 1962, que Robert Bolles sugirió que la 

actividad locomotora que mostraban los animales antes de la hora de la comida 

podría estar generada por la señal de un "reloj biológico". De acuerdo a estos 

resultados , se pudo observar que cuando se restringe el acceso al alimento por 

unas cuantas horas al día, este adquiere relevancia como sincronizador de los 

ritmos biológicos. Es decir, los ritmos circadianos conductuales y fisiológicos 

modifican sus oscilaciones organizando sus picos de máxima secreción alrededor 

de las horas de alimentación. 

Los primeros estudios dirigidos a explorar la potencia del alimento como 

sincronizador se realizaron en ratas y se pudo observar que al limitar el acceso al 

alimento a una misma hora durante varios días; se genera una modificación en la 

distribución temporal de su conducta presentando una intensa actividad 

locomotora durante las 2-3 horas previas al acceso al alimento. Esto se conoce 

como actividad de anticipación al alimento (AA) (Bolles y Stokes. 1965). 

La imposición de horarios restringidos de alimento también sincroniza 

procesos fisiológicos asociados al balance energético y la digestión (Escobar y 

cols. 1998; Díaz-Muñoz y cols. 2000) . Este fenómeno de anticipación se considera 

que es dependiente de un reloj u oscilador que es sincronizado por el alimento, ya 

que dicho fenómeno cuenta con propiedades particulares de un reloj y sobre todo, 

que es independiente del NSQ. Dicha consideración surgió a partir de los estudios 

de F. Stephan (1979), en donde demostró que en animales con lesiones del NSQ 
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y bajo condiciones de iluminación constante, aun se presenta la AA bajo horarios 

restringidos de alimentación. 

Se ha sugerido que la AA puede depender de un proceso de aprendizaje 

asociativo, en donde los organismos pueden anticipar el tiempo de llegada del 

alimento de acuerdo a señales ambientales tan sutiles como las variaciones de 

temperatura, la intensidad de la luz, un sonido, o cualquier otro estímulo externo 

que pudiera servir de señal de tiempo para el animal (Mistlberger. 1994) Aún 

considerando que así fuera, la estimación del tiempo para un periodo circadiano 

requiere de la existencia de un reloj. 

Por otra parte, el fenómeno de AA cuenta con características particulares 

que apoyan que se trata de un proceso circadiano asociado al alimento, y por lo 

tanto de un reloj (Fig . 5) . 

• La AA solamente aparece cuando el alimento se presenta con un 

periodo dentro de un rango circadiano, es decir cada 19 a 31 horas 

(Stephan. 1981 ). Cuando el alimento se presenta fuera de este rango 

no se presenta la AA. Mistlberger y cols. (1994) demostraron que en 

ratas la AA se presenta de manera más intensa cuando el alimento 

se presenta cada 25 ó 26 horas. Los resultados de estos 

experimentos indican que la AA, y en general la sincronización por 

alimento, depende de un reloj interno con un periodo cercano a 24 

horas. 

• La AA persiste aún en ausencia del alimento, es decir en condiciones 

constantes. Se ha demostrado que la AA persiste con la fase y el 

periodo impuestos por el alimento durante varios días después de 

haber sometido a los animales a horarios restringidos de 

alimentación. Estas características indican la existencia de un 

componente de oscilación autosostenido circadiano (Mistlberger. 

1994). 

• La existencia de ciclos transitorios que se generan cuando se cambia 

de fase y periodo de la llegada del alimento. Estos eventos 
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evidencian un fenómeno de re-sincronización del reloj a la nueva 

fase y periodo (Stephan. 1981 ). 

• La AA no solamente es reflejada en la activación conductual del 

organismo sincronizado a horarios restringidos de alimentación. 

También parámetros de carácter fisiológico se sincronizan con el 

alimento, entre ellos el ritmo de la temperatura corporal , (Krieger y 

Herbert. 1978) el ritmo de corticosterona plasmática (Honma y cols. 

1984 ), glucógeno hepático, ácidos grasos libres (Escobar y col s. 

1998), insulina, motilina (Davidson y Stephan. 1999). 

CICLO LUZ - OSCURIDAD 

Figura 5. Actograma de doble representación de la conducta de una rata que se encuentra ba¡o 
sincronización p or alimento. el rectángulo representa los día las horas y días de restricción de el 
alimento (tomada de Mendoza y cols., 2004). 
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La dirección que ha tomado el estudio de este fenómeno de la 

sincronización de los ritmos biológicos por el alimento y el estudio de la AA, es 

tratar de identificar los mecanismo por los cuales los organismos son capaces de 

predecir y anticipar el momento de la llegada del alimento. 

Identificación del reloj sincronizado por el alimento (RSA) 

Se ha intentado la identificación del sustrato morfo-funcional del reloj 

sincronizado por el alimento (RSA), principalmente en el sistema nervioso central 

(SNC), en estructuras que participan con el balance energético y la regulación de 

la ingestión de alimento; que podrían ser parte de este reloj circadiano. Sin 

embargo, aún no se ha podido identificar la o las estructuras relacionadas con la 

sincronización por alimento. 

Se han realizado estudios dirigidos a la identificación del reloj sincronizado 

por alimento. Uno de mayor aproximación fue el que demostró que el registro de 

actividad eléctrica multiunitaria en el núcleo ventromedial hipotálamico (VMH) y 

sobre todo, el núcleo lateral hipotálamico (LH) se sincroniza al alimento y muestra 

persistencia del patrón sincronizado hasta por 4 días en total privación de alimento 

(Kurumiya y Kawamura. 1991 ). 

En otro trabajo se realizo una lesión bilateral del VMH demostrando una 

pérdida de la sincronización por alimento, manifestada por una abolición de la AA 

y del ritmo de corticosterona (Krieger. 1980), sugiriendo que el VMH pudiera ser el 

sustrato anatómico del oscilador sincronizado por alimento. Posteriormente se 

demostró que la AA se restauraba después de la fase dinámica o aguda de la 

lesión, y cuando los animales entraban en la fase estática de la lesión se 

minimizan las alteraciones metabólicas que se generan por la lesión (Mistlberger y 

Rechtschaffen. 1984 ). Con lo anterior se descartó el VMH como el responsable de 

general la sincronización por alimento. También se han realizado lesiones del 

núcleo paraventricular del hipotálamo (PVN) sin resultados exitosos (Mistlberger y 

Rusack. 1988). Otras áreas cerebrales como el LH, al ser lesionado no elimina la 

AA, así mismo lesiones de hipocampo, amígdala o núcleo accumbens tampoco 

eliminan la AA (Mistlberger y Mumby. 1992). De la misma manera se han realizado 
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estudios con lesiones en otras áreas involucradas con la entrada de información 

visceral hacia el hipotálamo, es decir el núcleo parabraquial (PBN) que su lesión 

bilateral genera una marcada atenuación de la AA (Davidson y cols. 2000) y la 

lesión del Área Postrema (AP) que no altera la expresión de la AA en ratas 

sincronizadas al alimento (Oavidson y cols. 2001 ). 

Debido a que lesiones de diversos núcleos del sistema nervioso central no 

alteran los ritmos sincronizados por el alimento, se ha considerado que el 

oscilador sincronizado por alimento puede estar constituido por un sistema 

multiestructural y redundante en donde se involucre la participación de estructuras 

periféricas que interactúan con estructuras centrales involucradas en la regulación 

del metabolismo energético (Escobar y cols. 1998). La información metabólica 

relacionada con la ingestión de alimento, puede ser una señal para el sistema 

nervioso central en la sincronización por alimento. La participación de procesos 

fisiológicos a nivel periférico en este fenómeno , ha llevado a tratar de buscar el 

oscilador circadiano asociado al alimento en procesos digestivos, metabólicos y en 

su relación con el sistema nervioso central. 

Por lo anterior, es evidente que la identificación de una estructura única 

como sustrato del reloj sincronizado por el alimento no ha sido exitosa y se sugiere 

que este reloj puede estar constituido por un sistema distribuido y redundante de 

órganos periféricos interactuando con estructuras del sistema nervioso central e 

involucradas con las conductas de ingestión y con el balance energético. Por lo 

que basados en estas consideraciones nuestro grupo se ha planteado un modelo 

de oscilador constituido por estructuras de entrada o de sincronización, otras 

involucradas en la medición temporal , que serían los componentes del reloj 

propiamente dicho, y las estructuras involucradas en la transmisión o salidas de la 

información del reloj. Ninguna de ellas se conocen. 
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INGESTION DE ALIMENTO 

La conducta de ingestión involucra más que la alimentación 

El consumo de alimento es un proceso muy complejo que involucra 

diversos mecanismos y eventos para generar el aporte de nutrientes para la 

supervivencia y desarrollo del individuo. La conducta de ingestión está compuesta 

de varios eventos que involucran la búsqueda, el consumo y asimilación del 

alimento. Estos eventos están influidos por la alternancia hambre-saciedad 

(Berthoud. 2002; Kalra y cols. 1999). 

La conducta de ingestión se divide en diferentes fases usando criterios 

conductuales y neurobiológicos (Watts. 2000). Podemos encontrar una fase de 

iniciación donde el valor incentivo del alimento y/o el estado interno del individuo 

genera una atención hacia el alimento. También la sola presencia de un estímulo 

directo del alimento, tales como la vista y el olor, pueden ser suficientes para 

iniciar la conducta de ingestión sin ninguna influencia del estado metabólico. 

Por otro lado, en ausencia de estímulos directos del alimento, el estado 

metabólico puede ser suficiente para evocar el recuerdo de la presentación del 

alimento, una vez generada la fase de inicio el individuo entra en la fase de 

obtención. Durante esta fase se involucra un intenso y prolongado forrajeo. Tal 

conducta requiere planeación, aprendizaje y memoria y depende de procesos 

cognoscitivos corticales. La fase consumatoria es cuando el alimento finalmente 

se ingiere el alimento desencadenando el evento de digestión. 

Durante la alimentación, los humanos constantemente comparan la 

sensación actual con la esperada de cada componente individual del alimento. Por 

otro lado, los mecanismos de saciedad entran en acción dirigidos a detener el 

consumo de alimento. Sin embargo, la terminación de la alimentación no finaliza 

con el episodio conductual de ingesta. Información importante en cuanto a las 

consecuencias absortivas y postabsortivas son acumulados después de la 

terminación de la comida y se guardan en una memoria asociativa para un uso 

futuro. Esta es una conducta en secuencia que sigue a la saciedad, sugiriendo una 

extensa comunicación entre sistemas neurológicos de control y diferentes 

conductas (Berthoud. 2002; Strubbe. 1994). 
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El modelo de la entrada-integración-salida y sus limitaciones 

Los mecanismos de control neural son típicamente observados como 

mecanismos de "entrada-integración-salida". Para el control de la conducta de 

alimentación parece ser obvio que el olor y el sabor de una deliciosa cazuela de 

frijoles es por ejemplo un entrada al sistema y que el tomar una cucharada y 

llevarla a la boca e ingerirla es un ejemplo de una salida del sistema. Esto es 

menos obvio que el sistema integrativo, que es por definición: la integración de 

paquetes de información. El sabor de los frijoles representa la combinación 

sensorial subjetiva del gusto, olor, temperatura y tal vez la textura, como un 

ejemplo de integración (Schwartz y cols. 2000). 

Uno de los problemas es la identificación del límite entre los tres 

componentes de este modelo. ¿cuándo inicia la integración de la información y 

cuando se transforma en información de salida? (Fig . 6). 

Otro problema con el modelo de entrada-integración-salida es que se 

asume que es lineal y que por lo tanto queda implícita la suposición de un 

integrador central (tipificado por el hipotálamo como centro teórico de la 

alimentación) que genera todas las salidas. ¿Es ésta la última estructura 

involucrada en la toma de decisión entre comer y no comer? (Cowley y cols. 1999; 

Berthoud. 2002). 

ENTRADAS 

ESTIMULO 
-Eléctrico 
-Químico 
-Mecánico 
-Fótico 
-Temperatura 

UNIDAD INTEGRATIVA 
-Circuito intercelular 
-Neurona 
-Cerebro 

SALIDAS 

RESPUESTA 
-Eléctrica 
-Química 
-Mecánica 
-etc. 

Figura 6. Sistema lineal de integración hipotético. Donde A y B son seí'íales generadas por 
un mismo estímulo o varios que convergen en un integrador generando una nueva señal (C) 
la cual puede tomarse como una respuesta (Modificada de Berthoud 2000 ) . 
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Clasificación de la entrada de información. 

Los sistemas de entrada mediante los cuales se integra la información 

usada por el SNC para generar respuestas significativas concernientes al 

consumo de alimento y control del peso corporal tienen varias clasificaciones. 

Estos estímulos de entrada de información incluyen aspectos visuales, olfativos, 

auditivos y táctiles, considerándose que éstos son los de primer contacto entre el 

individuo y el alimento. Posteriormente se encuentran los estímulos generados por 

el alimento después de la ingestión, que pueden ser divididos en estímulos 

generados en cada uno de los segmentos del canal alimenticio y son algunas 

veces agrupados en pregástricos (sabor, textura, temperatura), gástricos 

(distensión, secreción, motilidad) y postgástricos, o estímulos postabsortivos. Los 

estímulos postabsortivos incluyen 1) mecanismos de transporte de nutrimentos de 

la mucosa intestinal y los asociados a la liberación local de hormonas que actúan 

en la circulación o en nervios sensoriales viscerales; 2) nutrimentos, metabolitos y 

hormonas actuando en sensores del espacio hepático portal; 3) pasos de 

procesamiento metabólico y otros asociados potencialmente a mensajeros locales 

y hormonas que actúan en el hígado (glucagon) y 4) metabolitos, hormonas y 

otros factores originados de varios tejidos y que son liberados a la sangre o linfa y 

que actúan haciendo responder a sensores directos en el cerebro (glucosa, · 

aminoácidos, insulina y leptina) (Beck. 2001) (Fig. 7). 

Otros estímulos se han categorizado por su efecto , es decir, orexigénico o anti

orexigénico. Por ejemplo las entradas del gusto a sabor dulce es típicamente 

positivo (reforzante) señal que incrementa la alimentación, mientras que otros 

estímulos tales como la colecitocinina (CCK) son consideradas como de 

retroalimentación negativa o señales de saciedad que suprimen la ingestión 

(Attoub y col s. 2001 ). 

Finalmente, las entradas pueden ser divididas de acuerdo al tipo de información 

las que son derivadas directamente de estímulos internos o externos. Estímulos 

generados por el alimento y los generados del metabolismo como acciones 

hormonales así como el componente hedónico del alimento. 
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Paladar 

Lenoua 

Farinqe 

Esófaqo 

Estómago 

Intestino 

Duodeno 

Vena 
nnrt;i 

Hígado 

Olfato 

Sáíak:-. 
humoral>!s 
Nutrientes 
Citocina 

Homionas 
:> otros 
factores 

lilu..:osa 

Amino a. 
Insulina 
Leptina 

Etc 

Figura 7. F11tradas visc<'!'alcs se11soriofcs al sistema 11c1Tioso centra l 1dc1·a11tcs ¡mru el co11/rof del co11s11111n d, 
alime1110 y bafa11cc l!nergi'rico. A todo lo largo del t11ho digest11 ·0, se localiza una gran cantidad de mecano .\ 
q11imiorr<'C<'plores que transmiten sc1lalcs relacionadas al alimento a trCT1·és de aferc/l/es l'i.~cerales primarias a, 
rallo cerebral, como los nervios trigémi110 (1 ) , facial (VII), glosofaríngeo (IX) y el nervio vago (X). 
A hreviaciones: HS7: núcleo del fecho de la estría terminales; CeA, mícleu central de la amígdala; f~yp, 

hípo1ála1110; NIS, núcleo del tracto solitario; PBN, núcleo parabraquíal; S5, núcleo sensitivo principal de, 
ll'iJ<ém1110. (Modificada de Bertho11d 2000) 
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Sustrato neuroanatómico involucrado en la regulación del consumo de 

alimento. 

La integración de la homeostasis energética involucra múltiples áreas 

cerebrales fuera del hipotálamo. Por ejemplo la información neuronal proveniente 

de la región orofaríngea y del tracto gastrointestinal relacionada a la saciedad y el 

hambre converge al núcleo del tracto solitario (NTS) en el tallo cerebral, estas 

señales llegan conducidas por los nervios craneales trigémino (V) conducción 

somatosensorial, tacto, temperatura; facial (VII) inerva el paladar y por el nervio 

accesorio o cuerda del tímpano conduce la información de los 2/3 anteriores de la 

lengua principalmente los sabores amargo, salado y ácido; glosofaríngeo (IX) 

inerva el 1 /3 posterior de la lengua conduce el sabor amargo y del nervio vago que 

conduce la información directa del tracto gastrointestinal (Fig. 8). Estas señales 

incluyen sabor, distensión gástrica y niveles de glucosa en la vena porta entre 

otras (Konturek y cols. 2004) El péptido gastrointestinal colecistocinina (CCK), se 

libera por distensión gástrica El aumento de CCK genera una señal al NTS vía el 

receptor CCKA en las terminales sensitivas del nervio vago (Moriarty y cols. 1997) 

Las neuronas del NTS son neuronas glucosensitivas y otras sintetizan el péptido 

proopiomelanocortina (POMC); contienen receptores para leptina y receptores a 

la melanocortina (MC4-R). La administración de agonistas de MC4-R dentro del 

cuarto ventrículo (adyacente al NTS) así como en el ventrículo lateral en el 

hipotálamo generan una respuesta de saciedad similar a la inducida por el 

alimento , indicando que las neuronas del NTS y el hipotálamo pueden procesar 

información relacionada a la homeostasis energética (Laskiewicz y cols. 2003) El 

NTS envía una densa proyección al núcleo lateral del hipotálamo (LH) a través de 

una vía indirecta, con relevo en el núcleo parabraquial (PBN) que puede ser 

particularmente importante en la regulación de la función de las neuronas 

orexigénicas y glucosensibles del LH (Berthoud y Neuhuber. 2000). Por otro lado, 

también en el tallo cerebral se encuentra el área postrema (AP) la cual forma parte 

del complejo vagal y está especializada en recibir la entrada de información de tipo 

humoral ya que carece de barrera hematoencefálica y proyecta hacia el NTS así 

como al PBN. (Broberger y Hókefelt. 2001 ). Otro ejemplo de impulsos distantes son 
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las fibras que contienen 5-HT que se originan de los núcleos dorsal y medial del 

rafe en el tallo cerebral caudal y terminan en neuronas del núcleo arqueado (ARC) 

y paraventricular hipotálamico (PVN). La 5-HT tiene un poderoso efecto 

anorexigénico y termogénico y es un blanco para varias drogas antiobésicas de 

acción central (Leibowitz y Alexander. 1998). 

•. Aferente s • •, Vagales . .. • • . 
• 

Figura 8. Vías aferentes y eferentes que llegan al complejo vaga!, el cual se 
encuentra constituido por el Núcleo del tracto solitario (NTS) , el área postrema (AP) 
y el núcleo dorsal motor del vago (DMX). El NTS y el AP proyectan hacia el núcleo 
parabraquial (PBN). 

Las estructuras del tallo cerebral son las que participan en las entradas de 

tipo sensorial-víscera! y vías de salidas de tipo motor. En el tallo cerebral se 

encuentra una gran cantidad de núcleos pero los que han tomado mayor 

importancia en la integración de la información víscera! relacionada con la 
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ingestión de alimento y balance energético han sido los que forman parte del 

complejo del vago es decir el NTS, el AP y DMX (Berthoud y Neuhuber. 2000). 

El NTS y el AP se consideran sitios de relevo de la información de tipo 

visceral. La información humoral llega al NTS a través de proyecciones del AP al 

NTS (Ritter y cols. 2000). Además, el NTS es una estructura que recibe 

proyecciones de tipo neural directamente del tracto gastrointestinal, como el 

sistema portal hepático. También recibe información directa de la región 

orofaríngea principalmente de sabor y consistencia del alimento. Esta información 

es trasmitida al PBN directamente y también hacia otras áreas como al hipotálamo 

que participan en la regulación del consumo de alimento y balance energético 

(Berthoud 2000). 

El PBN se encuentra localizado en la parte posterior del tallo cerebral y es 

considerado como un área de integración general de eventos sensoriales, incluido 

el sabor ( Spector 1995) e información víscera! mecánica y química (Baird y col s. 

2001 ), a través proyecciones recíprocas de varias áreas del tallo cerebral, del 

diencefalo y del cerebro anterior. Por lo tanto, el PBN se considera una interfase 

entre el control de los reflejos medulares, la conducta y la regulación de sistema 

autónomo (Saper. 1995). 

Lo relevante para el control del consumo de alimento y la homeostasis 

energética es que el núcleo PBN medial y lateral reciben información del sabor e 

información sensorial de tipo visceral provenientes de la porción rostral y caudal 

del NTS respectivamente. Estas áreas del PBN proyectan a la amígdala y varios 

núcleos hipotálamicos tales como el núcleo paraventricular (PVN), arqueado 

(ARC), área preóptica (APO), ventromedial (VMH), lateral (LH) (Saper. 1995). 

Por otro lado y tomando en cuenta que la glucosa es el metabolito de gran 

importancia como fuente de energía para la supervivencia y funcionamiento 

celular. Ésta se obtiene principalmente del alimento, lógicamente después de un 

elaborado proceso digestivo y metabólico. Los niveles de glucosa en el torrente 

sanguíneo deben mantenerse en rangos constantes, para asegurar la llegada de 

este energético a todo el organismo, independientemente de la cantidad, calidad y 

la frecuencia del alimento. 
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La utilización de la glucosa y otros metabolitos energéticos generan señales 

que son usadas por el sistema nervioso central (SNC) para controlar el consumo 

de alimento. Los mecanismos que integran la información de los diferentes 

procesos metabólicos no son bien conocidos a la fecha. 

Sin embargo, estudios utilizando registros de actividad eléctrica neuronal, 

lesiones electrolíticas y químicas, así como lnmunohistoquímica, especialmente la 

expresión de proteína c-Fos como un marcador de actividad neuronal , han 

permitido identificar regiones cerebrales involucradas en la integración y 

regulación del metabolismo energético (Sakurai y cols. 1998). En especial se han 

identificado estructuras hipotálamicas y del tallo cerebral. Los sitios hipotálamicos 

son los núcleos: VMH, LH, dorsomedial (DMH), ARC y PVN, los cuales contienen 

mecanismos neurales que regulan la conducta de alimentación y el balance 

energético (Schwartz y cols. 2000). Las lesiones en estos núcleos, a excepción del 

LH , generan un aumento marcado del apetito y por ende aumento del peso 

corporal (Berthoud. 2000) . 

Durante la década pasada se exploraron algunos mediadores específicos 

así como la red neuronal que regula el consumo de alimento. Importantes avances 

sobre los mecanismos hipotálamicos incluyen la caracterización de nuevos 

péptidos así como sus receptores. 

Hipotálamo. 

El hipotálamo del mamífero desde el punto de vista histológico consiste en 

más de 40 núcleos y áreas distintos, ya que muchos de los núcleos pueden ser 

subdivididos en subnúcleos (Simerly. 1995). La zona medial o zona periventricular 

está involucrada con la detección de señales circulantes del líquido 

cefalorraquídeo (LCR) y en la organización y control de la respuesta endocrina. La 

zona medial está compuesta principalmente por varios núcleos tales como el 

dorsomedial, ventromedial, área anterior del hipotálamo, núcleo preóptico medial. 

Todos estos reciben entradas sensoriales y se interconectan densamente con el 

resto del hipotálamo. La zona lateral es la más caracterizada por su clara 

definición de núcleos y está atravesada por el tracto medial del cerebro anterior y 
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el fórnix. En esta área se encuentran el área lateral preóptica, el núcleo lateral 

anterior, el núcleo perifornical, y los núcleos premamilares en la parte posterior 

(Simerly. 1995). 

Recientemente se ha hecho una definición neurohistoquímica de grupos 

celulares con relevancia para el consumo de alimento. La zona lateral tiene un 

sistema de comunicación intra y extra hipotálamica que establece una interfase 

con otras áreas hipotálamicas mediales y con áreas cortico/límbicas involucradas 

con la activación asociada con la expresión de conductas motivadas tales como el 

alimento, ejecución de la conducta y aspectos cognitivos. Proyecciones 

descendentes se ven involucradas en la ejecución de funciones motoras 

esqueléticas y autonómicas. El núcleo paraventricular del hipotálamo representa 

un microcosmos dentro del hipotálamo, formando una interfase entre subnúcleos 

con los tres sistemas efectores, el endocrino (grupo magnocelular), autonómico y 

conductual (grupo parvicelular) 

A principios de los años 1940s, los estudios de lesión o estimulación de 

núcleos específicos en el hipotálamo revelaron alteraciones en la conducta de 

alimentación. Con relación a esto algunos núcleos fueron designados como 

centros de "alimentación" o "saciedad", pero con la caracterización posterior de 

redes neuronales y de la distribución de sus conexiones, la designación de estas 

estructuras como "centros" ha sido remplazada por la de núcleos que expresan 

neurotransmisores específicos, que generan o modulan efectos particulares sobre 

el consumo de alimento y/o del metabolismo energético generados por señales del 

estado nutricional. 
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Principales núcleos hipotálamicos involucrados en la regulación del balance 

energético y del consumo de alimento. 

El núcleo ARC, esta situado en la base del tercer ventrículo, 

inmediatamente arriba de la eminencia media. Se encuentra compuesto por 

grupos neuronales en la región tuberal del hipotálamo y aparentemente se 

encuentra dividido en varios dominios funcionales. Por ejemplo, existen grupos 

neuronales que sintetizan el neuropéptido Y (NPY) y la proteína relacionada al gen 

agouti (AGRP), ambos estimuladores potentes del consumo de alimento y que se 

co-localizan (Broberger y cols. 1998). También contiene poblaciones neuronales 

que sintetizan proopiomelanocortina (POMC)(Broberger. 1999) y el transcripto 

relacionado a cocaína y anfetaminas (CART) los cuales inducen una respuesta 

anorexigénica (Elias y cols. 1998). El ARC también tiene extensas conexiones 

recíprocas con otras regiones hipotálamicas, incluyendo el PVN , el DMH , el VMH . 

y el LH (Simerly. 1995). Por otra parte el sistema capilar de la eminencia media no 

presenta barrera hemato-encefálica, de tal forma que las neuronas del ARC son 

relativamente accesibles a los mensajeros circulantes incluyendo la leptina e 

insulina. 

El PVN está situado en la parte superior del tercer ventrículo en el 

hipotálamo anterior. Este núcleo es un centro integrador sobre el que convergen 

muchas vías neuronales que influyen sobre la homeostasis energética (Swanson 

y Sawchenko. 1980). Este núcleo se encuentra ricamente inervado neuronas del 

núcleo ARC que contienen NPY/AGRP y POMC/CART, además de neuronas de 

orexina del LH . El PVN es rico en terminales que contienen neurotransmisores que 

modifican el apetito. Entre éstas se incluyen NPY, la hormona estimuladora del 

melanocito alfa (a -MSH), serotonina (5-HT) , galanina, noradrenalina y péptidos 

opioides. 

El PVN es particularmente sensible al efecto de estos neurotransmisores 

sobre la modulación de la alimentación y la liberación de energía El factor 

liberador de corticotropina (CRF) es expresado por neuronas en el PVN que 

proyectan a la eminencia media y pueden actuar inhibiendo a las neuronas del 
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NPY de la proyección ARC-PVN formándose así un asa de retroalimentación 

negativa (Swanson y Sawchenko. 1980). Las principales conexiones del PVN 

hacia la parte posterior son a diferentes regiones del mesencéfalo incluyendo la 

sustancia gris periacueductal , al núcleo del rafe dorsal, locus coeruleus, núcleos 

pedúnculo-pontinos, PBN, núcleo dorsal del vago, NTS, y la columna intermedio 

lateral de la médula espinal (Cechetto y Saper. 1988). Esta es una de las cinco 

únicas áreas del SNC que proyectan directamente a neuronas pre-ganglionares 

del sistema simpático y parasimpático que inervan el páncreas (Jansen y cols. 

1997). 

El VMH fue considerado por mucho tiempo como el "centro de la saciedad" 

(Brobeck. 1946 citado en Powley y cols. 1980). La estimulación del VMH inhibe el 

consumo de alimento y, al contrario, una lesión en esta región causa una sobre 

alimentación y en consecuencia un aumento de peso. Recientemente, se han 

demostrado una alta abundancia de receptores a leptina en neuronas del VMH , 

particularmente de la región dorsal y algunas de éstas proyectan a la zona 

subparaventricular (Elias y cols. 1998). Se presume que este núcleo puede ser un 

importante blanco para la leptina circulante, y lo sitúa como un núcleo relacionado 

con la regulación de la adiposidad. 

El VMH recibe señales de varios sitios como la amígdala, el LH y de 

muchos núcleos del hipotálamo medial, de la misma manera recibe información 

proveniente de los núcleos PBN y del NTS (Fulwiler y Saper. 1985). Las 

proyecciones eferentes del VMH son hacia el área gris periacueductal y otros 

núcleos reticulares del tallo cerebral. También proyecta importantemente hacia los 

núcleos del hipotálamo medial evitando la zona periventricular y lateral (Saper y 

cols. 2000); en el cerebro anterior, proyecta hacia la zona incerta, los núcleos 

talámicos mediales, la amígdala, el núcleo accumbens y varias áreas de la corteza 

prefrontal. 

El DMH está localizado inmediatamente dorsal al VMH tiene extensas 

conexiones con núcleos hipotálamicos tales como el PVN , LH y el tallo cerebral. El 

VMH y el LH no tienen conexiones directas, sólo indirectas a través del OHM y el 

PVN. El PVN y el DMH pueden cooperar funcionalmente como una unidad, para 
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inicio y mantenimiento del consumo de alimento. El DMH contiene receptores a 

insulina, leptina y algunas neuronas del sistema ARC-NPY/AGRP que terminan en 

este núcleo. Se ha considerado al DMH como una interfase entre el VMH y el LH, 

siendo un núcleo de integración y distribución de información entre ambas 

estructuras, y teniendo, por lo tanto, gran importancia funcional ya que esta 

información puede ser enviada a muchas otras parte del SNC, tales como, el tallo 

cerebral o hacia el cerebro anterior. 

Las lesiones generadas por el paso de corriente eléctrica (electrolíticas) de 

este núcleo generan alteraciones en la conducta de alimentación menos 

dramáticas que las lesiones del VMH. Tal como en otros sitios hipotálamicos, la 

microinyección de varias señales orexigénicas en el DMH promueven el hambre 

( Bernardis y Bell inger. 1987 ). 

Una función crucial de las neuronas de este núcleo es la que se observa 

cuando la infusión de NPY inhibe el consumo de alimento generado por una 

inyección de leptina y aumenta la expresión de proteína e-Fas, un marcador de 

actividad neuronal (Yokosuka y cols. 1998). Estos resultados sugieren que el sitio 

de interacción entre el NPY y la leptina reside en el DMH y puede representar un 

componente del circuito involucrado en la regulación de la inhibición del consumo 

de alimento por la leptina (Yokosuka y cols. 1998). Las aferencias que este núcleo 

recibe son del hipotálamo principalmente del Are, VMH, PVN y del LH. 

El DMH, al igual que el PVN y el LH, también recibe aferencias 

provenientes de varias áreas del tallo cerebral, pero principalmente del PBN y el 

NTS (Thompson y Swamson 1998). De la misma manera, recibe información del 

cerebro anterior incluyendo proyecciones del subiculum ventral (complejo 

hipocampal), corteza prefrontal infralímbica (corteza viceromotora), septum lateral 

y núcleo de la estría terminalis (Thompson y Swamson. 1998). 

El LH es un área vagamente definida, donde la población difusa de 

neuronas incluye subpoblaciones definidas que expresan principalmente orexinas 

A y B, así como hormona concentradora de melanina (MCH) (Bittencourt y Elias. 

1998) La inyección intracerebroventricular de MCH incrementa considerablemente 

el consumo de alimento (Tritos y cols. 1998), de tal manera que se piensa que la 
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MCH está involucrada en el desarrollo de la obesidad y la resistencia al efecto de 

la insulina (Ludwig y cols. 2001 ); la inyección de orexina A dentro del ventrículo 

cerebral también incrementa el consumo de alimento (Sakurai y cols. 1998). 

Las terminales de NPY son abundantes en el LH y principalmente en la 

zona perifornical. Las terminales neuronales de NPY que se encuentran en 

contacto con células orexigénicas y MCH provienen del núcleo Are, la zona 

perifornical contiene una alta densidad de receptores Y s los cuales median el 

efecto estimulador del apetito del NPY (Schaffhauser y cols. 1997). El LH fue visto 

por mucho tiempo como el "centro del hambre". Ya que la estimulación de este 

núcleo incrementa el consumo de alimento, y cuando se destruye se genera una 

disminución en el consumo de alimento, y causando una importante pérdida de 

peso (Brobek. 1946 citado en Kalra y cols. 1999). 

Todos los núcleos mencionados anteriormente también contienen gran 

número de neuronas glucoreceptivas que responden a los niveles de glucosa 

circulante . Estas neuronas han sido clasificadas como glucostáticas y 

glucosensibles, siendo las últimas quienes responden a una disminución en los 

niveles de glucosa extracelular y se encuentran involucradas con las señales de 

consumo de alimento. Las neuronas glucostáticas por el contrario, se activan 

cuando detectan un aumento en los niveles extracelulares de glucosa por lo que 

se han considerado parte del sistema que regula la saciedad (Oomura 1984) (Fig. 

9). 
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Figura 9. Conexiones intra hipotálamicas de los principales núcleos involucrados en el 
control de balance energético y consumo de alimento. DMH: dorsomedial; VMH: ventromedial; 
LH lateral hipotálamico; Are: arqueado; PVN: paraventricular; 3V tercer ventrículo . 

Estructuras del sistema límbico involucradas en la conducta de 

alimentación. 

La conducta de ingestión se encuentra controlada por varios sistemas 

neuronales en el sistema nervioso central. Entre estos sistemas podemos 

encontrar el sistema mesocorticolímbico. Este sistema se compone de estructuras 

como el complejo amigdalino, la corteza prefrontal (CPF) , núcleo accumbens 

(Acc), el núcleo de la estría terminalis (NBST). el septum lateral (SL) y el área 

tegmental ventral (VT A) entre otros. Este sistema se encuentra involucrado 

principalmente en la disociación y evaluación de las propiedades hedónicas "liking" 

y el componente motivacional "wanting" del alimento. Uno de los aspectos 
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importantes en la conducta de alimentación es el valor reforzante que genera el 

alimento, proceso en el cual se encuentra involucrada principalmente la amígdala, 

estructuras del cerebro anterior que reciben información sensorial (olfato y gusto) 

proveniente del tallo cerebral y de la corteza, así como señales fisiológicas 

relacionadas con el hambre y saciedad (Ahn y Phillips. 2002). 

La amígdala es una estructura que anatómicamente se ha dividido 

principalmente en tres subnúcleos los cuales son la amígdala medial (MeA), la 

central (CeA) y la basolateral (BLA); la mayoría de los estudios del circuito 

funcional de la amígdala se han enfocado la CeA y la BLA. Ambos subnúcleos 

reciben información de diferentes áreas. Por ejemplo, la BLA recibe información 

del tálamo y de diferentes regiones corticales, como la corteza auditiva, la somato 

sensorial y la corteza visual (McDonald. 1991 ). 

La información olfativa llega a la MeA y a la BLA a través de conexiones 

provenientes de la corteza piriforme. La BLA también recibe conexiones de áreas 

polisensoriales, incluyendo la corteza prefrontal, entorrinal y corteza del 

hipocampo. Estas evidencias indican que la BLA juega un importante papel en la 

formación de asociaciones entre estímulos sensoriales específicos y eventos 

biológicos significantes generando un balance emocional y motivacional (Nader y 

cols. 2000; McDonald. 2003). La CeA recibe información de tipo gustativo 

directamente del NTS y también indirecta desde el PBN (Norgren. 1976); por otro 

lado, la CeA manda información al Acc así como al VTA y la sustancia Negra. La 

BLA manda proyecciones topográficamente organizadas al LH (Petrovich y cols. 

2002), conectado anatómicamente en el hipotálamo con el circuito neural 

involucrado en el control de la conducta de alimentación (Elmquist 1998) 

La BLA~ al igual que la CeA, proyecta hacia el Acc así como a la CPF 

(McDonald. 1991) la proyecciones al núcleo Acc en su porción central que se 

sugiere probablemente esté involucrado con el reforzamiento de un nuevo 

aprendiza je. 

La relación entre las funciones de la amígdala y el hipotálamo en el control 

de la conducta de alimentación es importante para la integración y respuesta a 

estímulos de olor y sabor, estímulos motivacionales, y aprendizaje (Olds. 1976; 
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Petrovich y cols. 2002). También, se ha demostrado que los núcleos de la 

amígdala, y en especial la CeA, tienen neuronas glucosensitivas, además de 

recibir información gastrointestinal y participar con otras estructuras del sistema 

límbico para generar un estado motivacional. Por lo tanto se ha sugerido que la 

amígdala puede ser un intermediario anatómico y funcional en algunos de los 

procesos de la conducta de ingestión (Mei y Lucchini. 1992) 

El NBST es el centro de relevo entre la amígdala y el hipotálamo y recibe 

fibras de ambas partes (Alheid. 1995), y el NBST, al igual que la CeA recibe 

información directa del NTS y el complejo parabraquial (Riche y cols. 1990). 

En la corteza prefrontal se pueden reconocer principalmente dos áreas, la 

corteza infralímbica que se encuentra en la parte más medial y la corteza 

prelímbica. La corteza prelímbica recibe proyecciones de diversas regiones 

límbicas, incluyendo el cíngulo, y la corteza entorrinal (Rolls. 2004). La corteza 

infralímbica recibe proyecciones de la región CA 1 del hipocampo también de la 

corteza prelímbica (Hurley y cols. 1991 ), y aferencias de otras estructuras de 

sistema nervioso autónomo, como el PBN ( Saper. 1995). La corteza prelímbica 

proyecta a regiones corticales límbicas así como proyecciones descendentes al 

hipotálamo, área gris periacueductal , PBN y NTS (Hurley y cols. 1991 ). La corteza 

infralímbica tiene proyecciones a áreas límbicas así como proyecciones a la CeA, 

NBST, LH, DMH, área gris periacueductal , PBN , NTS, medula espinal (lamina 1) y 

la columna simpática preganglionar (Hurley y col s. 1991 ). 

La corteza prefrontal contiene neuronas que responden al sabor y neuronas 

que responden al olor, siendo dos estímulos asociados con el reforzamiento. 

También responde a la textura del alimento a través de las entradas somato

sensoriales. Todas estas evidencias muestran que la corteza prefrontal esta 

involucrada en respuestas al alimento, así como con la conducta motivacional 

(Rolls 2004) (Fig . 10). 

El hipocampo es una estructura que se encuentra conectada con los 

circuitos involucrados en el control de la conducta ingestiva. El hipotálamo y la 

amígdala se encuentra conectados con la porción ventral del hipocampo, también 

el hipocampo es considerado como un relevo entre los núcleos talámicos y el 
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séptum lateral, además recibe información de el tallo cerebral a través de vías 

multisinápticas a las porciones ventral y dorsal. Estas conexiones entre el 

hipocampo y las áreas involucradas en control del balance energético se han 

tomado en cuenta recientemente por varios aspectos de la conducta de ingestión, 

particularmente la representación de la memoria y aprendizaje asociativo 

relacionado a la selección del alimento (lshikawa y Nakamura. 2003). 
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Figura 1 O. sustrato ne11ral involucrado en el control del consumo de alimento y balance energé1ico. 
Diagrama esquemático simplificado donde se encuentran el complejo vaga!, el complejo de la amígdala, 
el hipotálamo y áreas corticales. Durante el.fenómeno de alimentación se generan una gran cantidad de 
e1 ·e111os crmd11ct11alesy estímulos 1•iscerale.1· internos que envían información al SNC básicamel//e de dos 
maneras en forma neural y humoral. l'.-sta i11fcmnació11 se procesa e integra en diferente.1· áreas del 
cerebro ¡}(/ra de.1p11és generar 1111a res1mesta. !.as/lechas indican la dirección de la proyeccicí11. !.as 
hi(11rcaciones no necesariamente indican axones colaterales. Abreviaciones NRST, núcleo del lecho de /e, 
estría termina/is; SL, núcleo lateral del seplum; CeA, núcleo central de la amígdala; BJ,a, núcleo 
hasolateral de la amígdala; M eA , 11údeo medial de la amígdala; ARC. núcleo arcuato del hipotálamo; 
l'VN, míc1eo paraventricular; NSQ, mícleo s11praq11iasmático; l·MH 11úcleo vel//romedial; Df\1H, núcleo 
dursomedial; LH lateral; PBN, 111ícleo parahraq11ial; NIS, núcleo del tracto solitario; Df\1X núcleo 
dorsal motor del vago; AP, área postrema. (Modificada de Berthoud 2000) 
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GEN e-tos Y OTROS GENES DE EXPRESIÓN INMEDIATA 

La morfología única y propiedades excitables de las células nerviosas las 

dota con propiedades especializadas que permiten la recepción, transmisión, y 

almacenamiento de información. 

Es conocido que las señales transinápticas causan una respuesta rápida 

en las neuronas que puede ocurrir con un rango de tiempo de milisegundos (como 

la apertura de canales), de segundos y minutos (eventos mediados por segundos 

mensajeros). Estudios recientes revelan que la activación transináptica también 

desarrolla respuestas lentas, a largo plazo en las neuronas que son relacionadas 

con la inducción de expresión de genes (Margan y Curran. 1991 ). 

La expresión neuronal de genes puede ser modulada por 

neurotransmisores, actividad eléctrica, o factores neurotróficos y todos estos 

pueden jugar un importante papel en el desarrollo y la plasticidad adaptativa del 

sistema nervioso. Algunas de las consecuencias de la estimulación transináptica 

pueden generar cambios en el desarrollo neuronal o densidad sináptica así como 

cambios en el nivel de expresión de los neurotransmisores, receptores, canales 

iónicos y en los genes que son capaces de responder a esta estimulación 

(Montarolo y cols. 1986). Estos genes caen dentro de dos clases generales: genes 

cuya transcripción es activada en minutos después de estimulación (Morgan y 

Curran. 1991 ), denominados genes de expresión inmediata (IEGs) , y los genes de 

expresión tardía (Klarsfeld y cols. 1989), cuya expresión es inducida (o reprimida) 

más lentamente en un rango de tiempo de horas, vía un mecanismo que es 

generalmente dependiente de síntesis de proteína de novo 

La diferencia entre los IEGs y los genes de expresión tardía no siempre es 

clara Se ha llevado a proponer que los IEGs codifican proteínas reguladoras de la 

expresión de genes de respuesta tardía. El producto de los genes de respuesta 

tardía se piensa que sirve para funciones más específicas en la respuesta 

neuronal. Se ha mostrado que muchos IEGs codifican factores de transcripción 

para programas específicos de genes de expresión tardía , la inducción de estas 
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proteínas puede, por lo tanto, mediar muchas de las repuestas a largo plazo de las 

señales transináptica de las neuronas (Sheng y Greenberg. 1990). 

Los proto-oncogenes c-fos y c-myc fueron entre los primeros IEGs 

identificados (Greenberg. 1999) y son los miembros mas representativos de esta 

familia de genes. 

Vías de señalamiento neural que regulan la expresión de c-fos 

•!• El neurotransmisor activa receptores unidos a proteínas Gs regulan la 

actividad de la adenilato ciclasa (AC), la cual aumenta los niveles de 

AMPc. El incremento del AMPc activa a la proteína cinasa dependiente 

de AMPc (PK-A), esta proteína fosforila al elemento de unión que 

responde al AMPc (CREB) en la serina 133 (Ser133
), por lo que CREB en 

su forma activada induce la transcripción de c-fos a nivel de la región 

Ca/CRE. 

•!• La activación de los receptores ionotrópicos, tales como los receptores 

NMDA, permiten una entrada de Ca2
+ a la célula El Ca2

+ se une a la 

calmodulina (CaM) formando el complejo Ca/CaM el cual activa la 

proteína cinasa dependiente de Ca/CaM (CaM cinasa) Esta proteína 

fosforila a CREB en la Ser133 para activar su función trans-activadora, 

generando la inducción de la transcripción de c-fos a través de Ca/CRE. 

Ambas vías de señalización vía AMPc y Ca2
+ convergen sobre CREB para 

regular la transcripción dependiente de Ca/CRE. Adicionalmente a CREB, otros 

factores relacionados pueden heterodimerizar con CREB, tal como el factor de 

transcripción 1 (ATF-1 ), que pueden regular la transcripción de c-fos vía Ca/CRE 

en respuesta a estímulos específicos o en tipos específicos de células. Otro factor 

de coactivación, es la proteína de unión de CREB (CBP) que puede unirse a la 

Ser133 fosforilando a CREB y aumentar la transcripción mediada por Ca/CRE 

•!• Factores séricos o de crecimiento activan a un receptor cinasa de 

tirosina, generando la activación de la proteína Ras unida a GTP (Ras). 
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La entrada de Ca++ vía receptores L-VSCCs o NMDA pueden también 

activar a Ras. Una vez activada Ras se inicia una cascada de proteínas 

cinasa que secuencialmente fosforila y activa a c-Raf, MEK, MAPcinasa 

y pp90
rsk. MAPcinasa y pp9

orsk pueden fosforilar y activar EIK-1 y SRF 

respectivamente, induciendo la transcripción de c-fos vía SER. La 

señalización por Ras, probablemente a través de MAP cinasa, puede 

también activar CREB cinasa que puede fosforilar a CREB e inducir la 

transcripción de c-fos a través de Ca/CRE (Kornhauser y cols. 1996) 

(Fig. 11). 

FACTOR 
DE CRECIMIENTO 

~R•sGDP .., 

Sos Ra~GH' 

Raf 

' !MEK! 

' 

RECEPTOR 
HMDA 

Ca++ 

MAPcinasa -

~ CREB cinasa 

pp90isk. -

NÚ Cl EO 

Ca++ 

ca •• 
Ca..- + 

CaM cinasa 

e fos 

I 
AMP c 

I 
•

AMPc 
dependiente de 
cinasa 

.. 
Figura 11. Vías de sdialamiento neural que regulan la expresión de e-jos (modificada de 
Kornhauser y cols. 1996). 
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Inducción de proteína c-Fos en el sistema nervioso central por el alimento 

La detección inmunohistoquímica de la proteína c-Fos, la cual es el 

resultado final de la transcripción del RNAm c-fos en el SNC, se ha considerado 

como un marcador de activación neuronal (Margan y Curran. 1991 ). De tal 

manera, la expresión de la proteína Fos ha sido extensamente usada para 

identificar la actividad neuronal en el sistema nervioso central en estructuras que 

participan en el control de la conducta de alimentación entre otras. Existen 

estudios donde se ha utilizado la identificación inmunohistoquímica de la proteína 

Fos como marcador de actividad neuronal en protocolos de alimentación. Por 

ejemplo, se ha visto un incremento significativo del número de neuronas que 

expresan proteína Fos inmunoreactiva (c-Fos IR) en los núcleos motor dorsal del 

vago e hipogloso durante la ingestión de alimento, así como un incremento de c

Fos IR en el núcleo del tracto sol itario solamente después del consumir alimento 

(Emond y Weingarten . 1994). 

La expresión de proteína c-Fos también se ha visto aumentada en el PVN 

en conejos neonatos coincidiendo con el momento de activación conductual al 

anticipar el alimento. En el núcleo supraóptico el aumento del número de neuronas 

c-Fos IR ha sido asociado a la succión. (Allingham y cols. 1998; Caba y cols. 

2003) 

También la expresión de c-Fos se ha estudiado en condiciones metabólicas 

como la obesidad, donde se muestra una diferencia significativa de la actividad 

neuronal en el hipotálamo entre los animales obesos y los no obesos a favor de 

loa primeros. 

La activación neuronal observada por la expresión de c-Fos del núcleo 

tuberomamilar se anticipa a la llegada del alimento en animales mantenidos en 

ayuno por 16 horas. Esta activación está temporalmente muy relacionada con el 

incremento de actividad locomotora que muestran las ratas en anticipación al 

próximo alimento (lnzunza y cols . 2000). Se han estudiado también estructuras 

nerviosa que participan en los mecanismos mecánicos de la alimentación como 

son la masticación deglución y distensión estomacal , por ejemplo, la activación del 
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NTS y formación reticular durante el momento de succión (Shironaka y cols. 

2000) . 

En resumen, podemos decir que la actividad de los grupos celulares se 

puede identificar a través de la síntesis de proteínas de genes de expresión 

temprana, en este caso el gen c-fos. Este gen se expresa minutos después de la 

estimulación ya sea eléctrica o modulada por neurotransmisores y el RNAm tiene 

una vida media de 1 O a 15 min. La proteína resultante de la expresión de este gen 

puede ser detectada por inmunohistoquímica en neuronas de 20 a 90 minutos 

después de la despolarización (Morgan y Curran. 1991 ). 

De tal manera, que la expresión inmunohistoquímica de la proteína Fos es 

una herramienta de gran valor para el estudio neuroanatómico-funcional y ofrece 

una importante alternativa para determinar el sustrato anatómico involucrado en el 

proceso de sincronización por alimento. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Se han realizado múltiples trabajos y manipulaciones con el fin de identificar 

la estructura anatómica responsable de generar las fluctuaciones en la conducta y 

de parámetros metabólicos en la sincronización por alimento, cuando es 

restringido a horarios específicos del día. Principalmente se han realizado lesiones 

electrolíticas de estructuras relacionadas con el control del consumo de alimento y 

control del balance energético, como núcleos hipotálamicos, sistema límbico y 

algunas otras regiones como el área postrema y el núcleo parabraquial. No 

obstante, a la fecha no se ha podido identificar el sustrato anatómico y funcional 

del reloj sincronizado a la disponibilidad del alimento, lo cual sugiere que se puede 

tratar, como ya hemos mencionado, de un sistema distribuido y redundante. 

Este sistema multiestructural puede estar constituido por elementos del 

sistema nervioso central involucrados con las entradas de sincronización, mientras 

que otras estructuras pueden participar o formar parte del reloj propiamente y 

otras involucradas en la transmisión o salidas de la información del reloj. 
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En este proyecto nos propusimos identificar las estructuras del sistema nervioso 

central involucradas con cada uno de los componentes del sistema del reloj 

sincronizado por el alimento. Para ello, se propone identificar las estructuras que 

muestran actividad neuronal después de la llegada del alimento; es decir, las 

estructuras que reciben la información que se genera durante el evento alimenticio 

desde la masticación, distensión gástrica así como los eventos tardíos de la 

digestión, ya que en cada uno de estos eventos, se generan señales neurales y 

humorales que producen activación de estructuras neuronales que pueden estar 

involucradas en las vías de sincronización. 

También identificaremos las estructuras que muestran activación neuronal 

antes del momento de alimentación; es decir, las estructuras que se encuentra 

activadas en relación con la AA la cual es una expresión del RSA, por lo que estas 

estructuras pueden estar relacionadas con las vías de transmisión del reloj . Por 

otra parte, para poder identificar las estructuras neurales que se encuentran 

involucradas directamente con los mecanismos del reloj, es necesario estudiar la 

persistencia de la actividad neuronal en condiciones constantes; es decir, después 

de haber sincronizado a los animales, dejarlos en ayuno por varios ciclos e 

identificar las estructuras que muestran actividad con la misma fase de la llegada 

del alimento (sincronizador) . Para todo esto utilizaremos como herramienta la 

identificación de la proteína c-Fos a través de inmunohistoquímica. 
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HIPÓTESIS 

1. En las ratas sincronizadas con alimento, la expresión de la proteína e-Fas 

durante las horas posteriores a la ingestión indicará aquellas estructuras 

que responden a señales digestivas y que pueden formar parte de la vía de 

sincronización al reloj sincronizado por el alimento. 

2. En las ratas sincronizadas con alimento, la expresión de la proteína e-Fas 

durante horas previas al al imento indicará aquellas estructuras asociadas a 

la conducta de anticipación y que posiblemente constituyen vías de salida 

del reloj sincronizado al alimento. 

3. En ratas sincronizadas con alimento, la persistencia de patrones de 

expresión de la proteína C-Fos en ayuno, indicará estructuras en donde se 

presentan oscilaciones sostenidas y que pudieran ser sustrato del re loJ 
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OBJETIVOS 

1. Identificar por medio de la técnica inrnunohistoquímica para la proteína c

Fos, los grupos neuronales involucrados en la sincronización por alimento. 

2. Clasificar las estructuras anatómicas de acuerdo al patrón de respuesta, en 

componentes de las vía de la sincronización, mecanismos del reloj y vía de 

transmisión. 

MATERIAL Y METODOS 

Para la realización de este trabajo se utilizaron 180 ratas macho de la cepa 

Wistar de peso inicial de 250 a 300g. Las ratas fueron obtenidas del bioterio 

general de la Facultad de Medicina de la UNAM y mantenidas en el bioterio del 

departamento de Anatomía bajo un ciclo de luz-oscuridad de 12-12 h (prendido de 

luz a las 07 00 h), libre acceso al agua y alimento (Rodent Laboratory Chow 

5001 ). El manejo y trato de los animales se realizó bajo las normas de uso de 

animales de experimentación según el decreto de ley de protección a los animales 

del Distrito Federal , publicada en la Gaceta Oficial del Distrito Federal , 26/02/02. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

SINCRONIZACIÓN: 

La primera etapa de experimentación fue diseñada para explorar la 

expresión celular de la proteína c-Fos (c-Fos-IR), asociada con la sincronización 

por el alimento. 

Las ratas fueron asignadas en forma aleatoria a una de dos condiciones de 

alimentación, por tres semanas. Las ratas fueron mantenidas en grupos de seis 

animales que compartieron las mismas condiciones de alimentación en cajas de 

acrílico transparente (40X50X20 cm). 

El grupo ad libitum (AL) se mantuvo con acceso libre al alimento. Este 

grupo fue incluido como un grupo control para observar la expresión de c-Fos 

bajo condiciones regulares de alimentación. (n =36) 

Grupo de restricción de acceso al alimento (RA) Este grupo se mantuvo 

baJo condiciones de disponibilidad del alimento solamente por dos horas al día de 

12 00-14:00 h, el resto del tiempo el comedero se mantuvo vacío. (n =36) 

CONTROL DE LA CONDICIÓN METABÓLICA: 

Para descartar que los efectos observados pudieran deberse a la condición 

metabólica que pudiera generar el ayuno agudo de 22 horas así como la 

realimentación por 2 horas sobre la expresión de c-Fos-IR, se diseñaron otros dos 

grupos control adicionales. Cada grupo incluyó 6 animales. 

1 ) Grupo control de 22 horas de ayuno (22A) las ratas fueron mantenidas 

con acceso libre al alimento por tres semanas, el día anterior al experimento el 

alimento fue retirado a las 14 00 horas y después de 22 horas sin alimento es 

decir a las 12:00 horas del siguiente día las ratas fueron sometidas al 

procedimiento experimental como se explica posteriormente (Pág. 55). 

2) Grupo control de realimentación (22A-R). Las ratas al igual que las 

anteriores se mantuvieron por tres semanas en condiciones de acceso libre al 

alimento. Después se dejaron en ayuno por un periodo de 22 horas y se 

realimentaron por un periodo de dos horas (12:00-14:00 h) y fueron sometidas al 

procedimiento experimental. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

Sincronización: 

AL 
3 Semanas 

Olh 

RA Ayuno 

Control de la condición metabólica 

22A 
3 Semanas 

22A-R 3 Semanas 
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PERSISTENCIA: 

En una segunda etapa del trabajo experimental se exploró la persistencia 

en ayuno del patrón sincronizado de la expresión de c-Fos-IR 

Las ratas fueron asignadas en forma aleatoria a uno de dos grupos: En el grupo 

de persistencia (PE) las ratas fueron sincronizadas al alimento igual al grupo RA 

con disponibilidad de dos horas al día (12:00 a 14:00 h) por tres semanas, seguido 

de acceso libre al al imento por cinco días, y tres días de ayuno, posteriormente. 

(n =36) 

Para el control de ayuno (A) las ratas se mantuvieron, con acceso libre al 

alimento por tres semanas, al final de las tres semanas el alimento se retiró del 

comedero a las 14:00 horas y se mantuvieron en ayuno por tres días. (n =36) 

Olh 12h 14h 24h 

3 Semanas 
PE 

l Semana 

3 Días 

A 3 Semanas 

3 Días 
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Tiempos muestreados: 

Para todos los grupos las ratas se sacrificaron y se obtuvieron los cerebros 

en el último día de cada protocolo de alimentación; 45 minutos después de cada 

punto temporal a evaluar, porque se estima que es el tiempo necesario para que 

se alcancen los niveles máximos de proteína después de un estimulo (Wang y 

cols. 1996). El tejido fue procesado y marcado de acuerdo al punto temporal 

correspondiente. Los puntos temporales evaluados fueron los siguientes 10:00, 

11 :00, 12:00, 14 00, 18 00 y 20 00 horas y se expresaron en los resultados como 

F-ZT del termino en ingles Food-Zeitgeber Time (momento de sincronizador) 

tomando como F-ZTO el momento de la llegada del alimento. El numero de ratas 

por punto temporal fue de 6 ratas 

Además, para obtener una curva circadiana para el núcleo 

supraquiasmático (NSQ) como un control positivo, se incluyeron adicional 

adicionalmente otras ratas en condiciones de AL y RA en ZT12 y ZT18 (24 00 y 

06:00 respectivamente). 
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Histología e lnmunohistoquímica. 

Las ratas fueron anestesiadas con una dosis de pentobarbital (0.065 

mg/kg) , (Sedal-Vet 65mg/ml). Una vez anestesiadas fueron perfundidas a través 

del corazón (ventrículo izquierdo) con aproximadamente 250 mi de solución salina 

isotónica al 0.9% seguido de 250 mi de solución fijadora PLP (Paraformaldehido 

4%, Lisina 1.4% y metaperiodato de sodio 0.2%) en buffer de fosfatos (PBS, 0.1 M, 

pH 7.2). Se pinzó la arteria aorta y vena cava por arriba del diafragma para 

asegurar que las soluciones únicamente perfundieran la región superior. Los 

cerebros fueron removidos y post fijados por una hora en PLP y crioprotegidos en 

solución de sacarosa al 1 O, 20 y 30% por 24 horas en cada una de las 

concentraciones. 

Los cerebros fueron congelados y cortados en un criostato a -18ºC en 

cortes horizontales a 40µm de espesor, tos cortes fueron re-colectados en forma 

seriada en cuatro grupos Una serie de cortes se tiño con violeta de cresilo (Nissl) 

para identificar los núcleos que fueron analizados. Un segundo grupo de cortes fue 

procesado para inmunohistoquímica para la proteína c-Fos (técnica por flotación) 

Los cortes se incubaron por 72 horas a 4ºC en el anticuerpo primario (c-Fos hecho 

en coneio de Santa Cruz Biotechnology) a una dilución de 1 2500 en PBSGT 

(PBS, suero de cabra 1% yO03% de tritón X-100) Posteriormente, los cortes se 

incubaron en el anticuerpo secundario biotini lado (anti-conejo, hecho en cabra de 

Laboratorios Vector) a una dilución de 1 :200 en PBSGT por 2 horas a temperatura 

ambiente. Después, los cortes se incubaron con el complejo avidina-biotina (0.9% 

avidina y 0.9% biotina; Laboratorios Vector) en PBSGT por dos horas a 

temperatura ambiente. El tejido se llevó a una reacción con el cromógeno 

diaminobenzidina (0.5 mg/ml , en Trizma buffer 7.2) y peróxido de hidrógeno ( 35~d . 

30% H20 2 ). Entre cada uno de los pasos de incubación se realizaron tres lavados 

de 1 O minutos cada uno con PBS. 
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Los cortes se montaron en portaobjetos gelatinizados y se intensificó la 

reacción con tetraóxido de osmio al 0.1 % por 15 segundos (Baker Analyzed). Los 

cortes se deshidrataron con alcohol, aclararon con xilol y se cubrieron con medio 

de montaje Permount (Fisher Chemicals) y cubre objetos. 

Cuantificación de células inmunoreactivas (c-Fos-IR). 

Con los cortes teñidos con Nissl se identificó cada uno de los núcleos 

evaluados en este estudio. Para la cuantificación de células c-Fos-IR se tomó un 

corte representativo de la estructura a analizar. Las imágenes de las 

preparaciones en inmunohistoquímica se obtuvieron digitalmente con un sistema 

de análisis de imagen computarizado (Meta Vue Serie 4.5, Universal lmaging 

Corporation) conectado a un microscopio óptico Nikon (Nikon Eclipse E600) . 

Sobre la imagen digitalizada se sobrepuso una rejilla de 108 cuadros de 40 x 

40pm al centro de cada estructura que fue analizada . Únicamente fueron contadas 

la células c-Fos IR en forma unilateral a un aumento 100 veces (10X) contenidas 

en los 25 cuadros centrales. Para minimizar el número de resultados falsos 

positivos , se calculó la densidad óptica (DO) del fondo del corte donde no había 

células inmunoreactivas, de 1 O puntos diferentes del fondo, se promedió la DO 

basal y se multiplicó por dos, de esta manera todas las células que tuvieran una 

DO mayor al valor preestablecido se consideraron positivas y fueron incluidas en 

los resultados y las que tuvieron un valor menor fueron descartadas. Todas las 

cuentas se realizaron, sin conocer los datos específicos del experimento, como 

son número de animal y condición de alimentación. 

Análisis de Datos 

El número de células fue transformado a células/mm2 los datos se clasificaron por 

grupos y punto temporal. Los valores se presentaron en promedios ± error 

estándar del promedio Los datos se compararon entre los grupos AL y RA, así 

como los datos PE se compararon con A. Ambas comparaciones se realizaron 

con un análisis de varianza (ANOVA) de dos vías para medidas independientes 

con ún factor grupo de dos niveles y un factor tiempo de 6 niveles. Además todas 
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la pruebas de ANOVA fueron seguidas de una prueba post hoc Tukey (HSD; 

honest significant difference) con un valor de p<0.01 . Los valores de los grupos de 

22A y de 22A-R se compararon con los valores celulares de los puntos temporales 

de 12 OOh y 14:00h del grupo RA, respectivamente con un ANOVA de una vía 

para medidas independientes. Los análisis estadísticos fueron realizados con un 

programa de estadística (Statistic versión 4.5; StatSoft, lnc. 1993). 

Estructuras analizadas. 

Tallo cerebral: 

Del tallo cerebral se analizaron el núcleo del tracto solitario (NTS), que por ser un 

núcleo muy extenso se dividió en rostral, medial y caudal, el núcleo para braquial 

(PBN) que también se dividió en lateral y medial, el núcleo motor dorsal del vago 

(DMX) y el área postrema (AP). 

Hipotálamo: 

En el hipotálamo se analizaron los siguientes núcleos neuronales: 

Dorsomedial hipotalámico (DMH), lateral del hipotálamo (LH) , paraventricular 

(PVN), ventromedial hipotalámico (VMH), núcleo perifornical (PeF), núcleo 

tuberomamilar (TM) y el núcleo supraquiasmático (NSQ). 

Sistema límbico: 

Del sistema límbico las estructuras analizadas fueron : Amígdala central (CeA), la 

amígdala basolateral (BLA) y la amígdala medial (MeA) , el núcleo de la estría 

terminalis (NBST) , el núcleo paraventricular talámico (PVT) , el núcleo lateral del 

séptum (SL), y la corteza prefrontal se subdividó en prelímbica (CPL) e 

infralímbica (GIL) 
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RESULTADOS 

Núcleos del tallo cerebral 

Todos los núcleos del tallo cerebral que se estudiaron mostraron 

inmunoreactividad a la proteína c-Fos (c-Fos-IR). El grupo AL mostró una cantidad 

de células c-Fos-IR constante y no se observó una fluctuación. En el grupo de 

ratas en restricción de alimento (RA) se observo un incremento del número de 

células c-Fos-IR después del alimento en todos los núcleos del tallo cerebral 

analicé (Fig. 12); es decir, en F-ZT2 y F-ZT6. En todos los núcleos, el número de 

células c-Fos-IR en el grupo RA fue estadísticamente diferente a lo observado en 

el grupo AL para ambos puntos temporales (Tabla 2) . 

F-ZT22 F-ZT23 F-ZTO 

F-ZT2 F-ZT6 F-ZT8 
Figura 12. Microfotografía que ilustra las células c-Fos-JR en una sección 

representativa del NTS de ratas del grupo RA en todos los pulltos temporales analizados. 
N'f'S: nlÍcleo del tracto solitario; Sol: tracto solitario; 4V: cuarto ventrículo; (la harra 
,-,JOO µm). 
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En ninguna de las tres regiones del núcleo del tracto solitario (NTS) se 

observó diferencia en el número de células c-Fos IR entre los puntos temporales 

previos a la llegada del alimento entre los grupos AL y RA (Tabla 2) , así como 

cuando se comparó con el grupo de control metabólico 22A en el punto temporal 

correspondiente (F-ZT2). En el punto temporal inmediato a la llegada del alimento, 

es decir, F-ZT2, el número de células c-Fos-IR fue estadísticamente diferente 

entre el grupo RA y 22A-R (rostral F<1.ei=13.3; p<0.001 ; medial 

F(1.sJ=100.9;p<0.001 ; caudal F(1,e)=22.7; p<0.001 ). En todas las regiones del NTS 

el número de células positivas para c-Fos mostró un incremento marcado en F

ZT6 o sea seis horas después del momento de la llegada del alimento (Fig . 13A ). 

En el NTS en los grupos PE y A se observó una disminución del número de 

células e-Fas-IR comparadas con los grupos anteriores AL, pero no mostraron 

persistencia del patrón temporal de sincronización (Fig. 138). 
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NUCLEO DEL TRACTO SOLITARIO 
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Figura 13. Número de células positivas para c-Fo.1· en las tres subdivisiones del 
NJ'S (A) de ratas sincronizadas por alimento (RA; círculos claros) y sus con/mies ad 
lihit11m (AL; círculos oscuros) y (B) ratas en ayuno posterior a la sincronización (PE; 
rombos claros) y sus controles de ayuno (A; rombos oscuros). El grupo control de ayuno 
de 22 horas (22A) y de realimentación (22A -R) se representan en A como barras rayadas 
en r"'-ZTO y F-ZT2 respectivamente. En A la barra horizontal sobre el e¡e X representa el 
tiempo de alimentación y en B el momento en que las ratas esperaban el alimento. Los 
asteriscos indican d!ferencias entre AL y RA (*)~p< 0.05, la cruz indica d(ferenc1as entre 
l!I p1111ro co/'/'espondiente del grupo RA y los grupos 22A ó 22A-R (+)~p< 0.05. Las ratas 
muestran un incremento de células c-Fos-IR después de la llegada del alimento I·"'-ZT2 y F
Z7'6 en las tres subdivisiones del NTS. El grupo PE y su control A no muestran 
fl.11ct11aciones en el número de células c-Fos-IR. 
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En el PBN, al igual que en el NTS no se observaron cambios del grupo AL y 

se observó un aumento del número de células c-Fos-IR en los dos puntos 

temporales posteriores a la comida en el grupo RA (Fig. 14A) . Igualmente los 

valores de F-ZT2 fueron estadísticamente diferentes del control 22A-R (medial, 

F(1 .sJ=35.8; p<0.001 ; lateral, F(1 .s¡=9.8;p<0.05). Tampoco se observó persistencia 

de este patrón sincronizado en el grupo PE, ni en el control A (Fig. 148). 
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Figura 14. Número de células e-Fas-IR en el PBN bajo condiciones de 
sincronización A y de ayuno B. En los puntos temporales F-ZT2 y F-ZT 6 las ratas del 
grupo RA muestra¡¡ un incremento en el numero de células e-Fas-IR en ambas regiones 
del PBN (lateral y medial). (*) indica diferencia estadística entre Al y RA, p <O. 00 J. (+) 
indica diferencia estadística entre F-ZTO y 22A-R, p< O. 01. Otras indicaciones como e11 la 
figura 13. 
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En el área postrema así como en el DMX se observó el mismo patrón en el 

grupo AL y RA como en las otras regiones El número de células c-Fos-IR en F

ZTO en el grupo RA no fue diferente del grupo de 22 A (AP; F(1,e¡=0.68, NS , DMX; 

F(1,e¡=0.31 , NS), tampoco fue diferente el número de e-Fas-IR en ninguna de las 

dos áreas en F-ZT2 comparadas con el grupo de 22 A-R (AP; F<1.e)=0.75, NS , 

DMX; F(1 ,e¡=3.06, NS)(Fig. 15A). El patrón de sincronización observado 

previamente en el grupo de sincronización (RA) no persistió en el grupo PE (Fig. 

158) . Tampoco se observó diferencia de células e-Fas-IR comparado con el grupo 

A (Tabla 3). 
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Figura 15. (A) En el AP y DMX se observa 1111 incremento de células c-Fos-!R en 
el grupo RA (círculos claro.1) posteriores a el alimento, el número de células c-Fos-!Rfuc 
diferente comparado con el grupo AL( círculos oscuros), (B) no se observaron d!ferencias 
durante el ayuno entre el grupo previamente sincronizado (rombos claros) y el grupo 
control de ayuno (rombos oscuros); (*) indica diferencia estadística entre AL y RA, 
p<0.001. Otras indicaciones como en la figura 13. 
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Tabla 2. Valores estadísticos obtenidos con el ANOVA de dos vías para 
medidas independientes, para el grupo ad libitum (AL) y el grupo sincronizado 
(RA) y los 6 puntos temporales. 

NÚCLEO GRUPO TIEMPO GxT 

NTS F(1,60) p< F(S,60) p< F(S,60) p< 

Rostral 23 .2 .001 7.84 .001 6.79 .001 

Medial 1573 .001 67.2 .001 78.8 .001 

Caudal 73.4 .001 27.3 .001 31.2 .001 

PBN 
Lateral 

27 6 .001 19.4 .001 21.3 .001 

Medial 7.81 NS 15.4 .001 28 .8 .001 
- - --· .. ---~-------· ---! 

AP 17.7 .001 9.26 .001 6.5 1 .001 

DMX 20.9 .001 13 .9 .001 14.2 .001 
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Tabla 3. Valores estadísticos obtenidos con el análisis de varianza de dos 
vías (ANOVA) para medidas independientes, para el grupo PE y su control A, en 
seis puntos temporales. 

NÚCLEO GRUPO TIEMPO GxT 

NTS F(t,54) p< F(s,s~) p< F(s,54) p< 

Rostral 102 NS 2.63 NS 3.34 NS 

Medial 0.27 NS 0.37 NS 1.85 NS 

Caudal 0.12 NS 188 NS 1.69 NS 

PBN 

Lateral 2.00 NS 0.50 NS 0.99 NS ' 

Medial 5.81 NS 1.36 NS 1.27 NS 

AP 12.5 NS 3 80 NS o 90 NS 

DMX 23.4 .01 3 37 NS 0.51 NS 
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Núcleos del hipotálamo 

En los núcleos del hipotálamo que fueron estudiados se observó una clara 

inmunoreactividad a la proteína c-Fos. 

En el núcleo DMH del grupo AL no se observaron fluctuaciones en el número de 

células c-Fos-IR. En el grupo RA se observó una clara fluctuación en el patrón 

temporal en el número de células c-Fos-IR, con un incremento significativo 

anticipando el alimento en F-ZTO, un aumento mayor en F-ZT2 que se mantuvo 

hasta F-ZT6. El análisis de varianza mostró un efecto significativo en el factor 

grupo y el factor tiempo, así como la interacción entre ambos (Tabla 4). El número 

de células e-Fas-IR del grupo RA en F-ZTO y F-ZT2 fue estadísticamente diferente 

al compararlo con los grupos controles 22A (F(l ,lOJ=83 .87; p<0.00 1) y 22A-R 

(F(l t0¡=45 37: p<O 00 1), respectivamente. En el grupo PE se observó un aumento de 

células e-Fas-IR en el DMH que fue significativamente distinto del grupo A (Tabla 

5) ,(Fig 16). 
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Figura 16. Patrón temporal en el número de células c-Fos-IR en el DMH, (A) en 
el grupo AL (círculos oscuros) y RA (círculos c!aro.1) . En (B) el número de células c-Fos
!R del grupo PF, (rombos claros) es d(ferente del grupo A (rombos oscuros), (*) indica 
diferencia estadística e11rre AL y RA, p<- 0.001; (+) RA distimo de 22A y de 22A -R, 
p :0.001. Otras indicaciones igual a lafigura 13. 
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En el núcleo LH el número de células c-Fos-IR en el grupo AL no mostró 

fluctuación temporal ; en cambio, la restricción de alimento generó un incremento 

en el número de células c-Fos-IR anticipando la llegada del sincronizador y que 

continuó después del evento alimenticio hasta F-ZT6. El número de células que 

expresan proteína c-Fos en el grupo RA fue estadísticamente diferente al 

mostrado por el grupo control AL, al comparar grupo, tiempo y la interacción entre 

ambos (Tabla 4). El número de células c-Fos-IR observadas en F-ZTO y F-ZT2 en 

el grupo RA fue diferente al compararlos con los observados en los grupos 

controles 22A (F(1.10)=21 .38;p<0.001) y 22A-R (F(1,10J=13.02;p<0.001) 

respectivamente (Fig. 17 A). El grupo PE mostró una importante activación celular 

en la etapa de persistencia de la sincronización, durante las horas en que se 

esperaba el alimento en los puntos temporales F-ZTO y F-ZT2, que es la fase de la 

llegada subjetiva del alimento. El grupo A no mostró fluctuaciones. Este número de 

célu las es estadísticamente significativo al compararlo con el grupo A en el factor 

grupo y la interacción grupo-tiempo (Tabla 5) p<0.001 , (Fig . 178). 
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Figura 17. Patrón temporal en el número de células e-Fas-IR en el LH, (A) en el 
grupo AL (círculos oscuro~) y RA (círculos claros). En (B) el número de células c-Fos-IR 
del grupo PH (rombos claros) es diferente del grupo A (rombos oscuros), (*)A l, vs RA ó A 
vs PE, p <0.001; (+) RA vs 22A ó 22A-R P<. 0.01) . Otras indicaciones igual a la figura 13. 
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El número de células c-Fos-IR en el núcleo PVN de las ratas del grupo AL 

no mostró un patrón temporal de activación, sin embargo en las ratas del grupo 

RA se observó una respuesta posterior al alimento, caracterizada por un 

incremento de células c-Fos-IR en F-ZT2 diferente de los otros puntos temporales 

estudiados y del grupo control AL (Tabla 4). El número de células c-Fos-IR 

observadas en los puntos temporales F-ZTO y F-ZT2 del grupo RA, fue diferente 

de lo esperado por el ayuno agudo 22A y el evento de realimentación del grupo 

22A-R (F(1.10)=58.32;p<0.001) y (F(uo>= 40.46;p<0.001) respectivamente (Fig. 

1 BA). En este núcleo no se observó persistencia del patrón temporal observado 

durante la sincronización. 
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Figura 18. Patrón temporal del número de células e-Fas-IR en el PVN. En (A) 
grupo RA (círrnlos claros) y sus controles AL (círculos oscums) y en (B) grupo PE 
(rombos claros) y A (rombos oscuro.s). (*) indica diferencia estadística entre A/, y RA, 
p <0.001 ; (+) RA distinto de 22A y de 22A-R, p<0.001. Otras indicaciones igual a la figura 
13. 
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El número de células c-Fos-IR en el núcleo VMH no mostró una diferencia 

entre los grupo RA y AL (Tabla 4). Tampoco se observó diferencia del grupo RA 

comparada con los grupos de 22A y 22A-R Este núcleo mostró un patrón de 

fluctuación en el grupo PE con la mayor activación en los puntos temporales 

previos a la hora en la que se esperaba el alimento, aunque estadísticamente la 

diferencia no es significativa (Tabla 5) y (Fig. 19) . 
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Figura 19. Patrón temporal del numero de células c-Fos-IR en el VMH. (A) 
grupo RA (círculos claros) y sus controles AL (círculos oscuros) y en (B) grupo PE 
(rom bos claros) y A (rombos oscuros). Otras indicaciones igual a la figura 13. 
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El número de células e-Fas-IR del núcleo PeF en el grupo AL no mostró 

fluctuación temporal. En el grupo RA el número de células e-Fas-IR aumentó a 

partir de 2h antes del momento de alimentación y mostró una respuesta al 

alimento observada en F-ZT2 y F-ZT6. El número de células e-Fas-IR del grupo 

RA fue estadísticamente diferente al compararlo con el grupo AL en el factor 

tiempo , grupo y en la interacción de ambos (Tabla 4). El número de células c-Fos

IR en F-ZTO del grupo RA no es diferente del grupo de 22A, pero el número de 

células en F-ZT2 de RA fue estadísticamente diferente al compararlo con el grupo 

22A-R (F(1 .rn)=4.96;p<0.04). El grupo de PE mostró una fluctuación en la actividad 

celular horas previas a la llegada subjetiva del alimento que fue estadísticamente 

diferente del grupo A (Tabla 5) (Fig . 20). 
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Figura 20. Patrón temporal del mímero de células c-Fos-JR e11 el núcleo PeF. (A) 
ífrllpo RA (círculos claros) y sus controles AL (círc11los oscuros) y en (B) grupo Pié' 
(rombos claro.1) y A (rombos oscuros) , (*) indica d1fere11cia estadística elllre AL y RA, 
p<0.00 1; (+) RA distinto de 22A y de 22A -R, p <0.00 1. Otras i11dicaciones igual a la figura 
13. 
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El núcleo TM del grupo AL mostró un patrón temporal de activación celular 

al iniciar la fase de oscuridad y de actividad con aumento en el número de células 

c-Fos-IR. En el grupo RA la sincronización por alimento generó un patrón temporal 

de expresión de células c-Fos-IR diferente del grupo AL que fue estadísticamente 

distinto tanto en el factor tiempo como grupo y en su interacción (Tabla 4) . En los 

puntos temporales F-ZTO y F-ZT2 del grupo RA el número de células c-Fos-IR es 

estadísticamente diferente al compararlos con los grupos 22A 

(F(1,10)=14.44;p<0.003) y 22A-R (F(1,10)=6.31 ;p<0.03) respectivamente. El número 

de células c-Fos-IR en AL no es diferente de que mostró el grupo de PE, no hubo 

un patrón temporal de persistencia de la sincronización (Fig . 21) , aunque se 

observó una mayor e-Fas-IR en el grupo PE comparado con A. 
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Figura 21. (A) E11 el TM se obserl'Ó 1111 incremento de céilllas c-Fos-1/? en el 
w11po RA (círculos claro.s) anticipando y posterior al alimento, el número de células c
!·Os-JR f11 e diferente comparado con el grupo AL (círculos osc11ro.1). (B) no se observaron 
.f111ct11aciones dural//e el ayuno ellfre el grupo previamente sincronizado (rombos c!aro.1) y 
el grupo control de ayuno (rombos oscuros). Otras i11dicacio11es como en fa figura 13. 
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El NSQ mostró un ritmo diurno ajustado al ciclo luz-oscuridad con altos 

valores del número de células e-Fas-IR durante la fase de luz y bajos después de 

apagar la luz. No hubo diferencias estadísticas al comparar los grupos AL y RA 

(Tabla 4) . El número de células de los puntos temporales F-ZTO y F-ZT2 del grupo 

RA no fueron diferentes de los grupos controles 22A y 22A-R En el grupo PE y A 

el número de células e-Fas-IR mostró el mismo patrón temporal de expresión de 

proteína e-Fas, con un aumento en el número celular c-Fos-IR en la fase de luz y 

una disminución en la fase de oscuridad (Fig.22). 
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Figura 22. (A) En el NSQ se observa un patrón similar de activación del número 
de células c-Fos-!R en el grupo RA (círculos claros) y el grupo AL(círculos oscuros), B) no 
se observaron d{ferencias durante el ayuno entre el grupo previamente sincronizado 
(rombos claro~) y el grupo control de ayuno (rombos oscuros). Las barras sobre el eje 
superior de las x denotan el día (blanco) y noche (negro). Otras indicaciones como en 
f igura 13. 
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Tabla 4. valores estadísticos obtenidos con un análisis de varianza de dos 
vías (ANO VA) para medidas independientes, para el grupo RA y el control A. 

NÚCLEO GRUPO TIEMPO GxT 

F(l ,58J = p< Fc5,58J = p< F(S,58) = p< 

DMH 44 .75 0.01 8.12 0.01 9 06 0.01 

LH 29. 37 0.01 1.29 NS 1.71 NS 

PeF 24.92 0.01 2.77 o.os 2.50 0.05 

PVN 12.00 0.01 9.38 0.01 21.22 0.01 

TM 12. 73 0.01 4 .31 0.01 1.52 NS 

VMH 8.05 0.01 1.27 NS 1.51 NS 

NSQ r \ 1.úl<¡' ' NS f- (7.68)= o.o l O. 71 NS 
3.17 8.09 
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Tabla 5. valores estadísticos obtenidos con el análisis de varianza de dos 
vías (ANOVA) para medidas independientes, para /os grupos de ayuno PE y su 
control A, en seis puntos temporales. 

NÚCLEO GRUPO TIEMPO GxT 

F <1.ssJ = p< F (S,58) = p< F (S,58) = p< 

DMH 39. 15 0.01 3.62 0.5 0.92 NS 

LH 38.93 0.01 2. 37 NS 3. 12 0.5 

PeF 12.58 0.01 3.66 0.5 2.44 0.5 

PVN 16.47 0.01 1 .48 NS 2. 16 NS 

TM C) 20 0.5 1. 81 NS l.~ 3 NS 

VMH 5. 83 0.5 2.38 NS 1 05 NS 

NSQ 0. 0 1 NS 1.75 NS 1.27 NS 
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Estructuras del sistema límbico 

Para la cuantificación de células c-Fos-IR, en la amígdala se dividió en tres 

regiones, amígdala central (CeA), amígdala medial (MeA) y amígdala basolateral 

(BLA). 

En el grupo AL el número de células c-Fos-IR en la CeA no mostró una 

fluctuación a través de los puntos temporales estudiados. El grupo RA mostró un 

incremento en el número de células c-Fos-IR en los tres puntos temporales antes 

de la llegada del alimento F-ZT22, F-ZT23 y F-ZTO, anticipando a este. Se pudo 

observar una disminución en el número de células c-Fos-IR en F-ZT2, pero siguió 

siendo significativamente mayor al grupo AL Este núcleo mostró un claro ritmo 

asociado con el momento de la llegada del alimento. El ANOVA de dos vías 

mostró una diferencia estadísticamente significativa entre grupos, en el tiempo y 

en su interacción (Tabla 6). Al comparar el número de células e-Fas-IR de RA 

entre los puntos temporales F-ZTO y F-ZT2 y el grupo 22A y 22A-R se observó 

una diferencia estadísticamente significativa (F(1.10)=209.08; p<0.001) y 

(F(1,10)=59. 70; p<0.001) respectivamente (Fig . 23A) . En el protocolo de 

persistencia , existió una diferencia en el número de células e-Fas-IR entre grupos 

(Tabla 7) , pero no el patrón temporal del grupo sincronizado. El análisis pos hoc 

indicó un aumento en el número de células c-Fos-IR en los puntos cercanos al 

apagado de la luz, principalmente en F-ZT8. 
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Figura 23. Patrón temporal de la activación celular de la amígdala central, en A 
bajo sincronización por el alimento. Es claro el fenómeno de anticipación en el grupo RA 
(círculos claros), mostrando un fluctuación temporal asociada al alimento y distinto del 
grupo AL (círculos oscuros). En B los grupos de ayuno PE (rombos claros) y A (rombos 
oscuros) no mostraron fluctuaciones. Otras indicaciones como en figura 13. 

En la MeA el número de células c-Fos-IR en el grupo AL no mostró un 

patrón temporal de activación; sin embargo, el grupo RA mostró una clara 

fluctuación temporal anticipando a la hora de alimentación, desde 2 horas antes de 

la llegada del alimento. Esta activación celular fue estadísticamente significativa al 

comparar el grupo RA y AL y en la interacción de los factores tiempo-grupo (Tabla 

6). El número de células e-Fas-IR en el punto temporal F-ZTO fue estadísticamente 

diferente del esperado para la condición de ayuno del grupo 22A 

(F(1.10¡=47.93;p<0.001) . Por el contrario, el número de células en F-ZT2 no fue 

diferente de 22A-R (Fig. 24A ). En los grupos PE y A no hubo una fluctuación 

temporal aunque se observó entre grupos en F-ZT8 (Tabla 7) (Fig. 248 ) 

72 



N 

E 600 A 
E 500 (¡; 
ro 
:; 400 
Qi 
(.) 300 
Q) 

"O 200 
c:i z 100 

22 

* + 

o 

NÚCLEO MEDIAL DE LA AMÍGDALA 

4 6 8 

600 B 
500 

400 

300 

200 

100 

22 o 

Hora de muestreo (F-ZT) 

6 

Figura 24. Patrón temporal del número de cé/11/as inmunoreactivas a c-Fos en el 
núcleo medial de la amígdala. En (A) la sincronización por alimento se obsen 1a la 
anticipación en el grupo RA (círculos claros), mostrando un fluctuación temporal asociada 
al alimento y distinto del grupo AL (círculos oscuro~). (B) los grupos de ayuno no 
mostraron f/11ct11acio 11es, PE (rombos clar(}.I) y A (romhos oscuros), (*) indica lliferc11cia 
estadística entre AL y RA, p<0.001; (+) RA distinto de 22A y de 22A-R, p <0.001. Otras 
indicaciones como en figura 13. 

El número de células c-Fos-IR en la BLA en el grupo AL mostró una 

fluctuación de activación celular asociada al ciclo luz oscuridad con un aumento en 

las horas posteriores al prendido de la luz. El grupo RA mostró igualmente un 

patrón temporal de activación celular pero asociado a la anticipación al alimento 

con un incremento del número células c-Fos-IR en el punto previo a la llegada del 

alimento y esta activación se mantuvo hasta F-ZT2 con un decremento en los 

puntos posteriores. El ANOVA de dos vías indicó una diferencia entre grupos 

tiempo y la interacción de ambos (Tabla 6). La respuesta celular observada en el 

grupo RA en los puntos temporales F-ZTO y F-ZT2 mostró una diferencia 

estadísticamente significativa con los grupos 22A (F(1,lo)=20.07 p<0.001) y 22A-R 

(F(1,io)=28.43;p<0.001 )(Fig. 25A). En el grupo PE y A no se observó un patrón 

temporal de expresión de c-Fos diferente entre grupos Sin embargo, en el factor 

tiempo sí hay diferencia por una disminución del número de células c-Fos-IR en el 

punto temporal cercano al apagado de la luz de el grupo A (Tabla 7), (Figura 258). 
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NÚCLEO BASOLATERAL DE LA AMÍGDALA 
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Figura 25. Número de células inmunoreactivas a e-ros en el núcleo basolateral 
de la amígdala. (A) El grupo RA (círculos claros), mostró una fluctuación temporal 
asociada al alimento y diferente del grupo AL (círculos oscuros). (B) los grupos de ayuno 
no mostraron fluctuaciones, PE (rombos claros) y A (rombos oscuros), (*) indica 
d(ferencia estadística entre AL y RA , p<0.001; (+) RA distinto de 22A y de 22A -R. 
¡r O. 00 l. Otras 111dicacf(mes como enfig11ro 13. 

En el núcleo NBST el número de células c-Fos-IR del grupo RA el patrón de 

expresión de células c-Fos-IR mostró una fluctuación asociada al alimento 

aumentando justo antes de la llegada del mismo, es decir anticipando al alimento 

F-ZTO y que se mantuvo elevada a lo largo de los demás puntos temporales hasta 

F-ZT6. El ANOVA de 2 vías mostró diferencias significativas entre grupos, tiempo, 

así como la interacción entre ambos (Tabla 6) El número de células c-Fos-IR en 

los grupos 22A y 22A-R fue estadísticamente diferente al compararlos con los 

puntos temporales F-ZTO (F(1 ,10)=7.36;p<0.01 ) y F-ZT2 (F(1 .10)=22.83;p<O 001 ), 

respectivamente (Fig. 26A). En el grupo A no se observó una fluctuación en el 

patrón de expresión de células c-Fos-IR. En cambio, en el grupo PE se observó un 

patrón de activación similar al observado durante la sincronización con alimento, 

aunque in iciando la activación en F-ZT2. El número de células c-Fos-IR al 

compararse con el grupo control A fue estadísticamente diferente (Tabla l)(Figura 

268) 

74 



250 NE 
E 200 

U; 
ro 
:; 150 
:a; 
(.) 

Q) 100 
"O 

ci 50 z 

NÚCLEO DEL LECHO DE LA ESTRIA TERMINALIS 

-.-------------. 250 -.--------------. 
A 

22 

* * + + 
B 

200 

* * 
150 

~ 100 

50 

22 o 

Hora de muestreo (F-ZT) 

Figura 26. Patrón temporal del número de células c-Fos-!R en el núcleo NBST 
(A) El grupo RA (círculos claros), mostró una fluctuación temporal asociada al alimento y 
distinto del grupo AL (círculos oscuros). (B) El grupo PE (rombos claros) y A (rombos 
oscuros) , (*) índica diferencia estadística entre AL y RA , p <0.001; (+) RA distinto de 22A 
y de 22A-R, p <0.001. Otras indicaciones como en.figura 13. 

El análisis del Hipocampo se realizó en forma diferencial por regiones, de 

tal manera que se evaluó la activación de CA 1, CA2. y CA3. 

En las tres regiones se observó un mismo patrón temporal tanto para AL 

como RA (Fig. 27A), no se observaron diferencias entre grupos Solamente en 

CA 1 existió diferencia en el tiempo (Tabla 6). Igualmente entre los grupos de 

ayuno no se observaron diferencias entre los grupo PE y A (Fig . 278) La 

respuesta en F-ZTO y F-ZT2 fue la misma que la que se observó en los grupos 

22A y 22A-R respectivamente Únicamente fue evidente en casi todos los grupos 

un aumento en la e-Fas-IR en F-ZT8, que coincidió con el inicio de la actividad 

nocturna. 
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Figura 27. Patrón temporal del número de células c-Fos-!R de las tres regiones del 
hipocampo, (A) El grupo RA (círculos claros), mostró una.fl,uctuación temporal que solo es 
significativa en CA I diferente Je! gmpo AL (círculos oscuros), (B) los grupos de ayuno no 
mostraron fluc tuaciones, PE (rombos claros) y A (rombos oscuro,1) , Otras indicaciones 
como en figura 13 , 
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La corteza prefrontal se subdividió en prelímbica (CPL) e infralímbica (CIL). 

En ambas regiones, las ratas del grupo AL mostraron una fluctuación en el número 

de células c-Fos-IR con los puntos más altos al principio de la fase de luz F-ZT22. 

Las ratas del grupo RA mostraron un incremento en el número de células c-Fos-IR 

anticipando el alimento desde el punto temporal F-ZT23 alcanzando el máximo en 

F-ZTO y disminuyendo en F-ZT6, aunque esta activación celular todavía fue 

diferente estadísticamente del grupo AL. El ANOVA de 2 vías indicó diferencias en 

el factor tiempo, grupo y en su interacción (Tabla 6). El número de células c-Fos

IR mostró un diferencia estadística al comparar el punto temporal de F-ZTO del 

grupo RA con el grupo 22A (CIL, F(1-10)=8.97;p<0.01 ; CPL, F(uo>=2.17;p<0.001 ). 

El número de células c-Fos-IR en el punto temporal F-ZT2 de el grupo RA 

no mostró diferencia estadística al compararlo con el grupo 22A-R (CIL, F(1-

10>=4.88;NS, CPL, F(1.10)=3.85;NS) (Fig. 28 A). En las ratas del grupo A de ambas 

regiones de la CPF mostraron un patrón temporal de activación neuronal asociada 

a la alternancia luz-oscuridad igual al grupo AL. En las ratas del grupo PE el 

número de células c-Fos-IR mostró un patrón temporal que sugiere persistencia 

del patrón de sincronización, ya que mostró una distribución del número de células 

c-Fos-IR asociado con el momento en que se esperaba el alimento.(Fig. 288). 
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Figura 28. Patrón 1emporal de la activación celular de la corteza Prefrontal, (A) 
En la sincronización por alimento es claro el fenómeno de anticipación en el grupo RA 
(círculos claros), mostrando un fluctuación temporal asociada al alimento y distinto del 
gmpo A/, (círcu los oscurm). En B el grupo PE (rombos claro.\) mostró una fluctuación 
relacionada al momento .\/lh¡et1vo de alimentación diferente del grupo control A (rombos 
oscuro.s), (*) indica d{ferencia estadística entre AL y RA, p <0.001 ; (+) RA distinto de 22A 
y de 22A-R, p 0.00 l. Otras indicaciones como en figura 13. 

En el núcleo SL el número de células c-Fos-IR en las ratas del grupo AL no 

mostró una patrón temporal de activación. Por el contrario, el número de células c

Fos-IR en las ratas del grupo RA mostró una importante fluctuación relacionada 

con el momento de alimentación, aumentando desde una hora antes de la llegada 

del alimento en F-ZT23 y F-ZTO, respuesta que disminuyó después del alimento 

(Fig. 29) . Este patrón de activación fue estadísticamente significativo al compararlo 

con el grupo AL (Tabla 6) y también fue distinto de las respuestas del ayuno y 
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realimentación de los grupos 22A (F(1, 10)=139.05;p<0.001) y 22A-R 

(F(1,10)=7. 75;p<0.01) respectivamente En las ratas del grupo PE se vió un 

aumento en el número de células c-Fos-IR con un patrón temporal similar al de la 

sincronización ya que este aumento en la actividad estuvo en relación con el 

momento que se esperaba el alimento y al compararlo con el grupo A fue 

estadísticamente distinto (Tabla 7). 
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Figura 29. Patrón temporal en el número de células e-Fas-IR en el SL, (A) en el 
grupo Al (círculos oscuros) y RA (círculos claros). En (B) el número de células e-Fas-IR 
del grupo PE (rombos claros) mostró un patrón de persistencia y fue diferente del grupo A 
(rombos oscuros), (*) indica diferencia estadística entre Al y RA, p <O. 001 ; ( +) RA distinto 
de 22A y de 22A-R, p <0.001. Otras indicaciones igual a la.figura J 3. 

El núcleo PVT mostró un patrón de activación muy similar al observado en 

el séptum lateral , donde el número de células c-Fos-IR en el grupo AL no 

presentaron fluctuaciones. El número de células c-Fos-IR en grupo RA mostró un 

aumento desde 2 horas antes de presentarse el alimento en F-ZT23 y F-ZTO, 

activación que se mantuvo en F-ZT2. Esta activación celular fue estadísticamente 

distinta al compararla con la observada en el grupo AL (Tabla 6) . El número de 

células c-Fos-IR de los puntos temporales F-ZTO y F-ZT2 de las ratas del grupo 

RA fue diferente de los grupos 22A (F(1.10)=8.84;p<0.01) y 22A-R 

(F(i .io)=1 2. 78;p<0.01 )(Fig. 30A ). En el grupo PE se observó un aumento en el 

número de células c-Fos-IR con un patrón temporal que sugiere una persistencia 

de la sincronización, ya que este aumento en la actividad está en relación con el 
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momento en que se esperaba el alimento. El ANOVA mostró una diferencia 

estadística al compararlo con el grupo A en el factor grupo , tiempo y en la 

interacción de ambos (Tabla 7) (Fig. 308). 
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Figura 30. Número de células c-Fos-JR en el SL (A) en el grupo AL (cirrnlo.1· 
oscuros) y RA (círculos claro.1). En (B) el número de células c-Fos-IR del grupo PE 
(rombos claros) es diferente del grupo A (rombos oscuros), (*) indica diferencia estadística 
entre AL y RA, p <O. 001; (+) RA distinto de 22A y de 22A-R, p <0.001. Otras indicaciones 
igual a la.figura 13. 
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Tabla 5. Valores estadísticos obtenidos con un análisis de varianza de dos 
vías (ANO VA) para medidas independientes, para el grupo RA y el control A. 

NÚCLEO GRUPO TIEMPO GxT 

AMÍGDALA Fc1.60J p< Fcs.60) p< Fcs.60) p< 

Central 198 o .001 19.35 .001 28.44 .001 

Medial 45 .9 .001 16. l .001 13 .2 .001 

Basolateral 5.7 .001 10.8 .001 17.6 .001 

NBST 18.6 .001 4.1 .001 636 .001 

PVT 35. 8 NS 18 .1 .001 12.7 .001 

SL 160. 7 .001 39.6 .001 353 .001 

CPL 38 .57 .001 5.94 .00 1 13.92 .001 
-- - - ---·-----·- ····--- 1-------------- - --- ---- . -·-···--- r- --· ·-···-- ---- ·---- -- ---- ---- ·--- - --- - -- -

CIL 57 .90 .001 5.98 .001 24.3 .001 

Hipocampo .13 NS 12.5 .001 3.64 .01 
Cal 
Ca2 8.52 NS 2.14 NS 82 NS 

Ca3 2.24 NS .52 NS .81 NS 
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Tabla 6. Valores estadísticos obtenidos con el análisis de varianza de dos 
vías (ANO VA) para medidas independientes, para el grupo PE y su control A, en 
seis puntos temporales 

NÚCLEO GRUPO TIEMPO GxT 

AMÍGDALA F(1 ,60J p< Fcs,6oJ p< F(S,60) p< 

Central 10.8 .01 15 .74 .001 2.43 .05 

Medial .J 1 NS 4.37 .01 6.8 .001 

Basolateral 2. 11 NS 5.22 .001 2.96 .05 

NBST 23 .7 .001 5.86 .001 12.38 .001 

PVT 85 .91 .001 84 .1 .001 103 .0 .001 

SL 13 .13 .001 26.9 .001 49.9 .OOl 
--·~----- ---- ··-··---- ···------ . - -···· ----·· __ ! _______ 

CPF 21.24 .001 9.64 .001 25 .57 .001 

CIL 47.03 .001 11.85 .001 47 .9 .001 

Hipocampo 12.4 .001 9.68 .001 11.37 .01 
Cal 
Ca2 000 NS .81 NS 1.94 NS 

Ca3 .400 NS 1.06 NS 118 NS 
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DISCUSIÓN GENERAL: 

Estructuras del sistema nervioso central que se activan después de la 

ingestión de alimento. 

De acuerdo a la primera de nuestras hipótesis "las estructuras del sistema 

nervioso central de las ratas sincronizadas con alimento que muestren una 

expresión de la proteína c-Fos durante las horas posteriores a la ingestión serán 

estructuras que responden a señales digestivas y que pueden constituir la vía de 

sincronización al reloj sincronizado por el alimento". 

Con base en esto, los resultados de la presente tesis muestran que durante 

la sincronización por el alimento existe un aumento de células c-Fos-IR después 

del evento de alimentación en todas las estructuras del tallo cerebral evaluadas y 

esta acti vi dad no existe en condiciones de ayuno. La reducción en el número de 

neuronas c-Fos-IR, en estos núcleos fue probablemente generado, por un estado 

catabólico causado por el ayuno de 3 días. Como el patrón de activación celular 

observado en la sincronización no persiste en condiciones de ayuno, asumimos 

que la activación de células c-Fos-IR en todos estos núcleos es por el alimento y 

es una respuesta a las señales generadas por el alimento y participan 

exclusivamente con las vías de sincronización por el alimento. 

El NTS es la mayor estructura en el sistema nervioso central a donde llega 

y hace relevo la información neural aferente proveniente principalmente del 

sistema gastrointestinal. La región caudal del NTS recibe aferente del estómago, 

del intestino y del hígado. Asumimos , por lo tanto, que el incremento de células c

Fos-IR observadas en F-ZT2 y F-ZT6 es una consecuencia de la distensión 

gástrica consecuente al consumo de la gran cantidad de alimento ingerido en dos 

horas. En estudios previos se ha reportado un incremento de células c-Fos-IR en 

el NTS después de una distensión del estómago producida por la insuflación de un 

balón gástrico (Fraser y Davison, 1993) o inducida por alimentación (Emond y 

cols ., 2001 ). En este estudio el número de células c-Fos-IR en F-ZT2 y en F-ZT6 

en el grupo RA fue diferente del esperado después de una alimentación regular, 
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tal como se observa en el grupo 22F-R. Estos resultados son consistentes con 

estudios previos que reportan un incremento de células c-Fos-IR en los núcleos 

del tallo cerebral después de la alimentación. (Emond y Weingarten . 2001; Olsen y 

cols. 1993). Sin embargo, las señales generadas en las ratas sincronizadas por el 

alimento fueron diferentes y más intensas que las que se producen por la 

activación víscera! después de un alimento regular. En un estudio previo de 

nuestro grupo, reportamos que el estómago de ratas en sincronización desarrolla 

una capacidad de distensión que alcanza cerca de 200% por arriba de los 

estómagos de ratas en condiciones de AL después de una alimentación regular. 

Estos estómagos de ratas en el grupo RA mostraron un vaciamiento gástrico lento 

que permite un proceso de digestión y absorción por muchas horas (Martínez

Merlos y cols. 2004 ), y pueden reflejar procesos de ajuste ante esta manipulación 

para permitir mejor aprovechamiento del corto intervalo de alimentación. Estos 

procesos de ajuste se han descrito también en conejos neonatos que se 

alimentaron sólo una vez por día, por un periodo muy corto de succión (Escobar y 

cols. 2000). Es posible que este aumento en la distensión gástrica esté 

provocando la intensa activación de e-Fas-IR en células del NTS, por el aumento 

de la estimulación vagal aferente, tal como la describen Rinaman y cols.(1998) y 

McCann y Rogers (1992) . 

A pesar de que el número de células c-Fos-IR fue similar en todas las 

regiones del NTS en F-ZT2, en la región rostral fue más evidente la disminución 

del número de células inmunoreactivas en F-ZT6. La región rostral del NTS recibe 

aferentes de los nervios glosofaríngeo, facial , neumogástrico (vago) e hipogloso, 

que transmiten información sensorial y motora de la boca y lengua (Berthoud y 

Nuehuber. 2000) . Así , la disminución de células c-Fos-IR en esta región durante F

ZT6 en animales del grupo RA, es probablemente debida a la reducción de 

señales orofaríngeas producidas por la conducta de alimentación 

El número de células c-Fos-IR en la AP aumentó después del momento de 

alimentación en F-ZT2 y F-ZT6 con un patrón similar al observado en el NTS. Sin 

embargo, la respuesta en F-ZT2 de las ratas del grupo RA no fue diferente de la 

respuesta esperada después de un episodio regular de alimentación contrario a lo 
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observado en el grupo 22F-R, sugiriendo que las señales que llegan al AP de las 

ratas del grupo RA son de la misma naturaleza que las generadas después de un 

evento regular de alimentación. 

El Área Postrema es un órgano circunventricular que carece de barrera 

hematoencefálica, y responde principalmente a señales humorales de la periferia 

como la colecistocinina (CCK) , y no responde a los mecanismos de distensión del 

estómago por un balón gástrico (Fraser y Davison. 1993, 1994 ). Esto sugiere 

fuertemente que bajo RA las señales humorales que se generan después del 

evento de alimentación son similares a las que generan por un evento regular de 

alimentación. En un estudio previo, se mostró que la lesión electrolítica del AP en 

ratas no produce efectos sobre la sincronización por alimento (Davison y cols. 

2001 ), lo cual resalta la relevancia de la información neural como una vía de 

sincronización para el reloj sincronizado por el alimento. 

En el PBN el número de células c-Fos-IR en RA mostró un patrón similar al 

que se observó en el NTS, con un aumento en F-ZT2 y en F-ZT6, y diferente a la 

respuesta observada después del evento de alimentación de las ratas del grupo 

de 22A-R El PBN es un núcleo de relevo donde proyectan el NTS y AP (Berthoud. 

2002; Herbert y cols. 1990). Así , la activación de células c-Fos-IR en las ratas del 

grupo RA fue probablemente debida a la información generada por la distensión 

gástrica y las señales orofaríngeas del NTS. El patrón de células c-Fos-IR fue 

similar en ambas regiones medial y lateral , probablemente porque ambas reciben 

las mismas aferencias del NTS y el AP (Herbert y cols. 1990). En un estudio previo 

se reportó que las lesiones con ácido iboténico del PBN produce una atenuación 

de la AA. Los autores concluyen que el PBN es una estructura de relevo de la 

periferia hacia el hipotálamo, y hacia otras regiones de el cerebro (Herbert y cols . 

1990), por lo que las lesiones eliminaron parcialmente la información ascendente 

para sincronizar al RSA (Davison y cols. 2000) . 

El DMX mostró una respuesta similar a la observada en los grupos 22A y 

22A-R, que fue la respuesta esperada para un evento regular de alimentación. El 

DMX es la estructura principal de salida del sistema parasimpático hacia la 

periferia, y recibe aferentes directas del núcleo paraventricular hipotálamico (Buijs 
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y cols. 2001 ), esta estructura también mostró un aumento en el número de células 

c-Fos-IR después del momento de alimentación (Allingham y cols. 1998; Angeles

Castellanos y cols. 2004; Caba y cols. 2003). La información del PVN y NTS 

proyectan al DMX (Rinamar. 1998) y el DMX al sistema digestivo, a través del 

nervio vago para generar el inicio de los eventos de digestión. La respuesta del 

tracto digestivo promueve múltiples señales de retroalimentación neurales y 

humorales que contribuyen a una correcta coordinación de los eventos asociados 

con la digestión. Sin embargo, esta respuesta no fue diferente de las ratas del 

grupo RA de la respuesta mostrada por los grupos controles 22A y 22A-R 

En el PVN se observó una intensa activación de células c-Fos-IR después 

del consumo de alimento en las ratas del grupo RA Esta respuesta no persiste en 

condiciones de ayuno, aunque durante el momento esperado de alimentación el 

grupo PE mostró un pequeño incremento de células c-Fos-IR, este patrón de 

activación fue estadísticamente diferente del grupo A En estudios previos se ha 

indicado que el PVN es un núcleo que integra la información proveniente de la 

distensión gástrica y de sustratos que se generan durante la ingestión. También 

representa una importante vía de salida para el sistema nervioso autónomo 

modulando las funciones motoras durante la digestión, funciones de secreción 

gastrointestinal y pancreática a través de proyecciones hacia NTS y DMX (Buijs y 

cols . 2001 ; Rinamar. 1998). La distensión gástrica genera activación del PVN que 

ha sido observada a través de la expresión de la proteína c-Fos, liberación de 

noradrenalina y oxitocina (Caba y cols. 2003; Nelson y cols. 1998; Ueta y cols . 

2000) Como se mencionó, las ratas bajo sincronización por alimento desarrollan 

una capacidad excepcional de distensión gástrica, que también se ha reportado 

previamente en conejos jóvenes (Escobar y cols.2000). Por lo que sugerimos que 

el aumento de células c-Fos-IR en el PVN observada en el grupo RA puede estar 

generado por la distensión gástrica por el alimento y que la respuesta disminuida 

que se observa en el grupo PE, corresponde a la persistencia del consumo de 

agua, como se ha reportado previamente (Escobar y cols. 2002). 

En resumen nuestros resultados indican que los núcleos del tallo cerebral están 

involucrados en la transmisión de información gustativa y digestiva ya que son 
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activados después del momento de alimentación en el protocolo de sincronización. 

Esto también indica que el NTS, PBN y PVN muestran un incremento de células c

F os-IR en respuesta a la sincronización por alimento diferente a la observada al 

grupo que se alimentó por una sola ocasión. La respuesta diferente pudo haber 

sido generada por la modificación de respuestas viscerales debido a mecanismos 

de ajuste del estómago, y de otros procesos digestivos. Además, las señales de 

retroalimentación del hipotálamo pueden también modular la respuesta de estos 

núcleos para optimizar la digestión de alimento bajo estas condiciones de 

restricción del alimento. 

Estructuras del sistema nervioso central que se activan antes de la ingestión de 

alimento. 

Con relación a nuestra segunda hipótesis donde mencionamos que "en 

ratas sincronizadas con alimento, la expresión de la proteína c-Fos durante horas 

previas al alimento indicará, aquellas estructuras asociadas a la conducta de 

anticipación y que, posiblemente constituyen vías de salida del reloj sincronizado 

por el alimento". Encontramos una importante activación de los núcleos de la 

amígdala CeA, MeA y BLA durante la anticipación al alimento que fue similar en 

las tres subdivisiones. Las conexiones anatómicas de estas estructuras sugieren 

una importante participación de la amígdala en la conducta de ingestión De 

acuerdo a las conexiones especificas de cada uno de estos núcleos, especulamos 

que la activación celular observada pudiera relacionarse con diferentes eventos 

que se presentan durante la anticipación al alimento .. 

Basados en la relación de la MeA con las cortezas piriforme y entorrinal , y 

el complejo del hipocampo, los resultados sugieren que esta activación es 

generada por estímulos dependientes del sistema olfativo durante el forrajeo que 

acompaña a la AA. Esta conducta disminuyó en el momento de iniciarse la 

ingestión de alimento, por lo que proponemos que se trata de una estructura que 

participa en las salidas del RSA. 
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Debido a que la CeA establece conexiones con el LH, áreas corticales de 

asociación, incluyendo las corteza prefrontal y el sistema de activación del tallo 

cerebral tal como el área ventral tegmental (dopamina), locus coeruleus 

(noradrenalina) y núcleo dorsal del rafe (5-HT), se le ha relacionado con los 

sistemas de activación conductual (arousal) . Este núcleo establece también 

conexiones recíprocas con núcleos del tallo cerebral. Recibe aferencias con 

información de salivación y de tipo orofaríngeo que llegan a través del NTS (Ter 

Horst y Streefland. 1994) y sus eferencias transmiten señales hacia las vísceras 

para mediar respuestas asociadas al alertamiento y conductas ingestivas 

(Petrovich y cols. 2002). De tal manera, los datos sugieren una participación de la 

CeA como parte de los mecanismos de activación conductual y víscera! propios de 

la conducta de anticipación. De la cual se desprende que esta estructura participe 

como parte de las vías de salida del RSA. 

Por otro lado, la BLA mostró también un patrón de activación 

inmediatamente antes del alimento y durante todo el intervalo de alimentación. Ya 

que la amígdala basolateral mantiene conexión con la corteza primaria del gusto y 

con el hipotálamo. La BLA recibe información del sabor directamente del NTS y 

PBN, mantiene conexiones recíprocas con áreas del hipotálamo (Cardinal y cols . 

2002), de particular relevancia se ha reportado que la BLA y la CeA se encuentran 

involucrados en la valoración hedónica del alimento (Kesner y cols . 1989; Salinas 

y cols. 1996). Además las conexiones anatómicas que este núcleo posee con el 

hipotálamo en particular con el LH sugieren que se encuentra involucrado el inicio 

de la conducta de alimentación (Elmquist y cols . 1999) 

Por sus conexiones, consideramos que la activación del BLA previa a la 

alimentación pudo asociarse a la activación de sistemas para el inicio de la 

alimentación y que la activación posterior durante la alimentación pudo generarse 

por las sensaciones gustativas asociadas a la ingestión. 

Otros efectos anticipando el alimento observados en este estudio fue la 

activación del TM y el PeF durante las horas previas y después del acceso al 

alimento. Ambas estructuras están localizadas en el hipotálamo posterior y se 

encuentran relacionadas con el sistema de activación conductual (arousal), (Haas 

88 



y Panula. 2003; Willie y cols. 2001 ). El área perifornical del hipotálamo lateral fue 

descrita recientemente como una región importante en el inicio de la activación 

conductual , ahí se encuentran las neuronas productoras de orexinas que se han 

involucrado en este fenómeno (Willie y cols. 2001 ). Estas neuronas proyectan 

hacia el cerebro anterior y regiones del tallo cerebral (Moore y cols. 2001 ). 

Basándose en la localización de los receptores de orexina se ha propuesto que 

este sistema está involucrado en la regulación de los ciclos sueño-vigilia, actividad 

locomotora así como la homeostasis energética y la conducta de alimentación 

(Preti. 2002; Willie y cols. 2001 ). De lo anterior, suponemos que la activación del 

PeF anticipando el alimento puede estar asociado por un lado a los mecanismos 

de alertamiento y por el otro, a los mecanismos para iniciar la ingestión. El TM es 

un núcleo caracterizado por ser un grupo de neuronas histaminérgicas que 

proyecta al tallo cerebral , hipotálamo y corteza cerebral (lnagaki y cols. 1990). 

Estudios recientes implican al TM como un posible mediador de la transición entre 

el sueño y la vigilia por su papel en el arousal (Lin y cols. 1988, 1989) Un estudio 

previo (lnzunza y cols. 2000) describió una intensa activación neuronal en el TM 

relacionada a la activación conductual en ratas que anticipan a uno de dos 

momentos de alimentación diarios. Nuestros datos coinciden con los encontrados 

en este estudio y podemos especular que el incremento de c-Fos-IR en el TM 

puede estar relacionado con el estado de activación conductual de las ratas 

durante la anticipación y durante la alimentación por lo que proponemos que es 

una estructura más involucrada con las manifestaciones de AA (Angeles

Castellanos y cols. 2004). 

Estructuras del sistema nervioso central que se activan en condiciones de 

persistencia de la sincronización por alimento. 
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La tercera hipótesis que planteamos en este trabajo fue que "en ratas 

sincronizadas con alimento, la persistencia de patrones de expresión de la 

proteína e-Fas en ayuno, indicará estructuras en donde se presentan oscilaciones 

sostenidas y que pudieran ser sustrato del reloj". En este trabajo encontramos 

estructuras que cumplen esta consigna; también se observó que se trata de 

estructuras especialmente involucradas con mecanismos de motivación por un 

lado, y por el otro, estructuras involucradas directamente con el control 

homeostático del metabolismo energético. 

Entre aquellas involucradas con mecanismos de motivación encontramos 

que la CPF, NBST, SL y PVT mostraron un patrón de activación muy similar 

durante la sincronización, caracterizado por incremento de e-Fas-IR en horas 

previas al acceso al alimento, activación que se mantiene durante las dos horas de 

alimentación. Esta respuesta semejante en todas estas estructuras puede ser 

debida a que mantienen una interconexión compartiendo información y además 

que se les ha implicado en el procesamiento de las conductas emotivas (Cardinal 

y cols 2002; Ghashghaei y Barbas. 2002) 

La CPF mostró un patrón de activación que persistió en condiciones de 

ayuno en F-ZT2. La CPF es la corteza que recibe información del sabor, olfato e 

impulsos somato-sensoriales generados por la textura del alimento en la boca, que 

son estímulos que son típicamente reconocidos como reforzadores primarios. La 

CPF tiene un papel especial en la generación de las conductas emotivas y 

motivacionales como resultado del análisis de estos estímulos sensoriales, así 

como ante la expectancia del alimento (Rolls 2004) . De acuerdo a estos datos, 

proponemos que la activación que muestra la CPF en este estudio puede estar 

generada por el estado motivacional y de expectancia en el que se encuentran los 

animales durante la sincronización. La actividad de persistencia que muestra esta 

estructura durante el ayuno sugiere que tiene la capacidad de participar en un 

sistema de estimación de tiempo y se encuentra participando con los mecanismos 

del reloj sincronizado por el alimento. 
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En un trabajo previo, aunque no en esta misma región si no en la corteza 

periforme, se demostró la existencia de genes reloj per1 y per2 con una expresión 

rítmica asociada con el ciclo luz-oscuridad. Cuando se sincronizó a los animales 

con alimento, la acrofase de expresión de estos dos genes mostró un adelanto 

ajustándose con el momento de alimentación (Wakamatsu y cols . 2001 ). En este 

mismo trabajo, al igual que los resultados de esta tesis, el NSQ no se afectó por 

la sincronización por alimento sugiriendo que la fase de activación y expresión de 

genes reloj en esta estructura y en otras puede estar directamente asociada con la 

expresión circadiana del reloj sincronizado por el alimento (Angeles-Castellanos y 

cols. 2004; Wakamatsu y cols. 2001 ). 

En el NBST la expresión de c-Fos-IR mostró un patrón de activación en 

fase con la llegada del alimento que persistió durante el ayuno con un patrón 

temporal similar al impuesto por el alimento. El NBST es una estructura del 

cerebro anterior que modula una serie de eventos fisiol ógicos y motivacionales, 

entre los que se incluyen neuroendocrinos, autonómicos y respuestas 

conductuales de diferente tipo como estrés, conducta de ingestión de alimento, 

reproducción (Figueiredo y cols . 2003; Walker y cols. 2001 , 2003). Estos procesos 

en los que participa el NBST presentan un control de tipo circadiano , ya que en un 

estudio previo se encontró evidencia anatómica y electrofisiológica de que este 

núcleo recibe influencia del NSQ y que muestra un ritmo sincronizado de actividad 

neuronal eléctrica (Yamazaki y cols. 1998; Leak y Moore. 2001 ), con fase y 

periodo impuesto por el NSQ Tales evidencias de conexión del NBTS con 

sistemas del SNC, involucradas con el estrés y procesos motivacionales, entre 

ellos importantemente con la amígdala , ponen al NBST en una posición de 

influencia específica sobre ritmos fisiológ icos y conductuales. En un estudio 

reciente se demostró que el NBST muestra una expresión rítmica del gen reloj 

per2 en ratas bajo ciclo luz-oscuridad en sincronización con el ritmo de expresión 

de este mismo gen en el NSQ Cuando se destruye el NSQ el ritmo de expresión 

de este gen en el NBST desaparece, lo cual sugiere que es dependiente del NSQ 

o que se encuentra acoplado a éste (Amir y cols. 2004). En el presente estudio 

demostramos que cuando los animales se sincronizaroA por el alimento, el NBST 
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sincroniza su actividad neuronal a la fase de alimentación, esto observado por la 

expresión de proteína c-Fos. Sobre todo encontramos que su actividad se 

desacopla del NSQ, ya que este último no se afectó con el protocolo de 

sincronización por alimento. Con lo anterior, podemos sugerir que el NBST puede 

estar formando parte importante de los mecanismos del reloj sincronizado por el 

alimento e independiente del NSQ 

El SL mostró una activación similar al de la CPF durante la sincronización y 

una persistencia de este patrón sincronizado durante el ayuno. Esta estructura es 

una parte integrativa del sistema límbico, y mantiene gran cantidad de 

interconexiones con áreas límbicas corticales, con áreas mesencefálicas y el tallo 

cerebral. Se ha involucrado en el control de una variedad de procesos fisiológicos 

y conductuales relacionados con funciones cognoscitivas (aprendizaje y 

memoria) , emociones, miedo, agresión y estrés, así como regulación autonómica 

del consumo de agua y alimento, fiebre y osmoregulación entre otras . Las 

principales neuronas del SL son GABA-érgicas y reciben estimulación de la 

corteza prefrontal , de la amígdala y NBST. Este núcleo proyecta entre otros hacia 

el LH (Alonso y Kóhler. 1984) y por ello pensamos que su activación puede estar 

generada por una serie de eventos relacionados con el estado motivacional que 

produce la restricción del alimento, entre ellos estrés. 

El PVT mostró una sincronización en la expresión de c-Fos-IR al momento 

de la llegada del alimento y además mostró un patrón de persistencia de la 

sincronización durante el ayuno Este núcleo es una estructura multisensorial y 

recibe información de diferentes núcleos del tallo cerebral , CPF, amígdala y 

núcleos hipotalámicos incluyendo el NSQ (Groenewegen y Berendse. 1994). Este 

núcleo se encuentra implicado en el control de algunos aspectos de los estados de 

sueño-vigilia, que sugieren que la inervación que recibe de el locus coeru/eus y del 

núcleo del rafe puede estar generando la expresión de c-Fos durante la fase de 

actividad en animales diurnos y nocturnos (Novak y Núñez. 1998; Novak y cols . 

2000). Esto sugiere que la actividad que mostró este núcleo durante la 

sincronización por alimento puede estar generada por la activación conductual que 

muestran los animales antes de la llegada del alimento. Además de que el PVT es 
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una importante interfase entre el sistema límbico y el NSQ y se ha considerado 

como una importante vía de sincronización no-fótica (Maga y Moore. 2000) , que 

pudiera estar mediando la sincronización por alimento. 

El DMH mostró un ligero incremento de células e-Fas-IR en las horas previas y un 

incremento significativo después del consumo de alimento y este patrón de 

activación persistió en condiciones de ayuno. El DMH es considerado una 

estructura intermediaria entre los núcleos de la zona medial del hipotálamo, debido 

a las proyecciones aferentes y eferentes entre el VMH y LH (Bernardis y 

Billinger.1998) y los altos niveles de neuronas glucoresponsivas por lo cual se le 

considera un integrador de funciones metabólicas (Berthoud. 2002). Además, con 

trazadores neuronales se han podido identificar proyecciones de primer orden 

entre el NSQ y el DMH ( Deurveilher y cols. 2002), lo cual sugiere que puede ser 

una importante vía de salida para la transmisión de la ritmicidad circadiana. Los 

datos presentes indican que bajo restricción de alimento el DMH se desacopla del 

NSQ y muestra un patrón de activación celular con una relación de fase con el 

alimento. 

El LH también mostró un patrón de activación celular similar al DMH, pero en esta 

estructura la activación en ayuno mostró una activación celular en persistencia de 

la sincronización que fue significativa Kurumiya y Kawamura en 1991 reportaron 

actividad eléctrica multiunitaria en el LH de ratas que fueron sincronizadas por el 

alimento y registradas por varios ciclos después en ayuno, sugiriendo una 

importante relación del LH y el reloj sincronizado por el alimento. Además el LH se 

caracteriza por abundantes fibras y neuronas que proyectan a la corteza , el tallo y 

neuronas autonómicas de la médula espinal por lo que se le considera como una 

estructura de integración que transmite información del balance energético a 

estructuras extra hipotálamicas (McMinn y cols. 2000). Ambas estructuras, el DMH 

y LH , juegan un importante papel integrativo en la transmisión y procesamiento de 

señales metabólicas y la conducta de alimentación y, tomando en cuenta estas 

evidencias, nosotros sugerimos que ambas estructuras pueden ser elementos 

importantes en el mecanismo del reloj sincronizado por el alimento aunque no se 

puede descartar que pudieran constituir un elemento de las vías de salida. 
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CONCLUSIONES. 

• El reloj sincronizado por el alimento se encuentra constituido por un sistema 

multiestructural, donde algunas estructuras participan en las vías de 

sincronización, otras con los mecanismos del reloj y finalmente otras en las 

vías de salida según los resultados de esta tesis (ver modelo Figura 31). 

• La sincronización por alimento induce la actividad de estructuras centrales 

que clásicamente se han involucrado con la regulación de la homeostasis 

energética y consumo de alimento, así como también estructuras 

involucradas con la respuesta hedónica que genera el alimento 

• Algunas respuesta observadas en este trabajo pudieran estar generadas 

por mecanismos de adecuación al protocolo de alimentación y no 

necesariamente estar involucradas con el reloj del alimento, sino como 

meras respuestas de ajuste ante la condición alimenticia 

De acuerdo a las hipótesis propuestas, se concluye que un modelo 

multiestructural para el RSA en el cual estructuras del tallo cerebral y el PVN 

participan como posibles vías de entrada, una serie de estructuras límbicas y 

de hipotálamo serían osciladores con capacidad de mantener estos ritmos 

sincronizados por el alimento, por lo menos nueve ciclos. Finalmente, algunas 

estructuras mostraron estar asociadas a la activación conductual que preceden 

al alimento, esto es la actividad de anticipación 
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MODELO DEL RELOJ SINCRONIZADO POR EL ALIMENTO 

ANTES 

i 
C-FOS EN ESTRUCTIJRAS 
INVOLUCRADAS CON LA 
A1VrIClPACIÓN AL ALI.MENTO 

DESPLTES 

c-FOS EN ESTRUCTu"RAS QUE 

f ·m.ANSMITé."N LAS ~EÑALES 
DE SING'RON1ZACION POR 
ALI.MENTO 

1 EXPRESIÓN DEL RSA r-+l ,~~~~1~!II 1-.J~=SE=N="" A=L=E=S=A=L=R=SA=~ 

NÚCLEOS DE LA AMÍGDALA 

NÚCLEO PERIFORNICAL 
l-IlPOTALÁMIC'O 

"NÚCLEO 11.IBEROMAJ'vffLAR 

'--~~~~~~~~~----' 

'{9 
¿CPF, NBST, SL, 
PVT, LH, DMH? 

NÜC'LEOPARA VENTRICULAR 
DEL HIPOTALAMO 

NÚCLEO DEL TRACTO 
SOLITARJO 

AREA POSTREl'vIA 

NÚCLEO MOTOR DORSAL X 

Figura 31. Propuesta para un modelo del RSA basado en la actividad celular obsen1ada 

por e-Fas-IR. Para este modelo se consideraron elementos de la vía de sincronización 

aquellas estructuras que mostraron activación después de la llegada del a/imeuto. 

mecanismos del reloj aq11l!llas estmct11ras que mostraron activación ce/11/ar en ay11110 

seme¡a11te al observado durante la sincronización, y vías de salida y transmisión aquellas 

que mostraron activación antes de la llegada del alimento. 
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Angeles-Castellanos, Manuel, Raúl Aguilar-Roblero, and 
Carolina Escobar. c-Fos expression in hypolhalamic nuclei of food
enlrained rats. Am J Physiol Regul lntegr Camp Physiol 286: 
RI 58-R 165, 2004 . First published August 21 , 2003; 10.1152/ajpregu. 
00216.2003 .-The present sludy aimed lo idcntify the hYJlOlhalamic 
nuclci involved with food entrairuncnt by using c-Fos-like immWlo
reactivity (c-Fos-IR) as a rnarker of functional activation. We studied 
rals entrained 3 wk 10 reslricted feeding schedules (RF), lheir ad 
libilum (AL) controls, and lhe persistence of c-Fos-!R temporal 
pattems in entrained-fasted rats. In addition, we included 22-h fasting 
and 22-h fasting-refeeding groups as conlrols of fasting and refeeding 
acule effects. Diurna! pattems of c-Fos-IR were observed in the 
luberomammilar nucleus (TM) and suprachiasrnalic nucleus (SCN) in 
AL rats. In ali nuclei, except the SCN and ventromedial nucleus 
(VMH). restricted feeding schedules imposed a temporal pattem of 
increased c-Fos-IR around rnealtíme. An increase in e-Fas-IR before 
and afler mea! ti.me was obscrved in dorsomedial nucleus (DMH), 
lateral nucleus (LH), pcrifomical arca (PeF), and TM, and a rnarked 
increasc was obscrvcd in !he paravenlricu lar nucleus (PVN) afte r 
foeding. Food-cntraincd c-Fos-lR pattems persis ted after 3 days in 
fasting in DMH, LH, and PeF. Presenl dala suggest lhat FEO might 
not re ly on a single nucleus and rather may be a distributed syslem 
consfitutcd of interacting nuclei in which the PVN is mainly involvcd 
with thc response to signals elicited by food ingestion and, thereforc, 
with the cntraining pathway. We can suggest that the PeF and TM 
may be involved with the arousal state during food anticipation and 
the DMH and LH with !he time-keeping mechanism of FEO or its 
output. 

circadian rhytluns; entrairunent; food-entrained oscil lator; foOO antic
ipatory activ ity 

CIRCADlAN RHYTHMS IN MAMMALS are predominantly cntrained to 
the day-night cycle , but under restricted fceding schedules 
(RFS) severa! rhythms are cntraincd to mealtime (34). When 
food is restricted to a few hours dail y, animals dcvelop in
creascd locomotor activity 2-3 h preceding food acccss, which 
has been terrned food anticipatory acti vit y (FAA). Associated 
\vilh thi s bchavioral acfrvation, scmm corticostcronc, free fatty 
acids, and con: temperature shifl their phase in anticipation of 
the daily meal (15, 21). This food entrainment has bcen linked 
to the expression of a circadian oscillat or because I' AA is only 
entrained when food is provide<l in a circadian range, free runs 
far severa! cycles during constant-fast ing conditions, and ex
hibits transients in response to phase shifts of food access (34). 

The suprachiasmatic nucleus in the hypothalamus (SCN) has 
been identified as the light-entrained oscillator (LEO), wliereas 
the mechanisms underlying thc food-entrained oscillator (FEO) 
remain elusive. Food entrainment depends on a circadian 
oscil la tor indcpcndent of the SCN , because FAA is elicited in 
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Ciudad Utuversitaria, México DF 045 10, MCxico (E-ma il: cescobar@ifisiol. 
u11am.mx ). 

animals with bilateral lesions ofthe SCN (33). In an attempt to 
characterize the FEO, severa! groups have produced lesions in 
potential anatomic substrates of this oscillator and explored its 
effect on the e><pression of F AA. In food-entrained rats, bilat
eral lesions of the ventromedial hypothalarnic nucleus (VMH) 
did not preven! F AA or the preceding corticosterone peak ( 19, 
24). Likewise, bilateral lesions of the lateral nucleus (LH) and 
the para ventricular nucleus (PVN) failed to abolish F AA (23 ), 
and similar negative results were obtained after lesion of the 
lirnbic system (26) and brain stem areas (9, 10). However, a 
recen! study described that RFS induced phase control of mPer 
rhythrnicity in the cerebral cortex and hippocampus, suggest
ing a possible link ofboth structures wilh FAA (37) . 

Recen! studies ha ve pointed out thc irnportance of peripheral 
oscillators as possible components of FEO (8, 40) and have 
directed special attent ion to the livcr as a possible periphera l 
clock . Howcver, we reponed that ra1s made cin·hotic with a 
chronic CCL1 trcatmc111 cxhibi t r AA lhat pcrsistcd in fa sting 
conditions ( 17), indicaling that lhc expression of F AA does not 
depend on an intact liver. Similar effects were reported in rats 
made diabetic wilh a single <lose of streptozotocine ( 11 ), 
discarding the rclevance of the pancreas and insulin secretion 
as part of tllis oscillator. 

Because thc identification of a single structure as substrate of 
FEO has proven unsuccessful, it has been suggested that the 
FEO may be constituted by a distributed and possibly redun
dan! system of pcriphcral organs interacting with central ner
vous structures involved with ingestive behavior and energy 
balance (15, 34). However, the possible elements of thi s 
oscillator, associatcd witlt either the input of the cntraining 
signals, the time-keeping mechanisms, or rhytlunicity trans
mission, remain to be identified. 

The immunohistochemical expression of c-Fos-like proteins 
in the nervous syslem is considercd a marker of neuronal 
activa tion (28). The logic o f this methodology is bascd on lhc 
demonstration that the expression of this protein is incrcased in 
neurons after extracellular e lec trical or chemical stimulation 
(28). Thus c-Fos-like e><pressio11 has been extensi vcl y uscd to 
identify ncurons activa tcd by experimental treatrncnts, includ
ing metabolic events and food ingestion (2, 14, 36). 

The present study was aimed to idcntify the hypothalamic 
nuclei involved with food entrainment by using c-Fos immu
noreactivity (c-Fos-IR) as a marker offunctional activation. In 
a fust stage, we characterized the temporal profile of c-Fos-IR 
in the hypothalamus of food-cntrained rats [restricted fcedin g 
(RF)] and their ad libitmn controls (AL), andina second stage 
we explored whether temporal pattems of c-l'os-!R observed m 
food-entrain ed rats persisted during fasting . \Ve hypothesized 

The costs of publication of this arlicle were defrayed in part by the payment 
of page chargcs. Thc article must therefore be hereby marked "advertisemen(' 
in accordance with 18 U.S.C. Section 173 4 solely to indicate 1his fact. 
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that a significan! increase in c-Fos-IR for time points preceding 
food access would point out structures involved with the 
expression off AA, as part of either the clock's mechanisms or 
its output pathway. An increase in c-Fos-IR after food inges
tion would point out structures responding to food-related cues 
and thus be involved with the entraining pathway of the FEO. 
F or the persistence group, we hypothesized that in fasting 
conditions a significan! increase in c-Fos-IR during the ex
pected mealtime would point out constituents of an endoge
nous time-keeping mechanism or of its output pathway. 

MATERIALS AND METHODS 

Subjects and housing conditions. Adult male Wistar rats weighing 
250-300 g were obtained from the general bioterium of the Medica! 
Faculty in the Universidad Nacional Autónoma de México. Animals 
were maintaincd in a 12: 12-h light-dark cycle [LD; lights on at 
0700 = Zeitgeber time O (ZTO)], with regulated temperature (22 :t 
1 ºC), free access to tap water, and regular laboratory rat diet (Rodent 
Laboratory Chow 5001 ), unless otherwise stated Rats were accli
mated to enviro1Ullental conditions for at least 1 wk befare starting the 
experimental procedures. Animal handling was conductcd according 
to the national guide for care and use of animal experimentation 
(Decreto ley de protección a los animales del Distrito Federal, Gaceta 
Oficial del Distrito Federal, 26/02/02), which complics with the 
guiding p1inciples for research ofthe American Physiolog1cal Society. 

Groups and food entrainment. A first stage of the experimcnt 
explored thc c-Fos-IH. associatcd with food entrairunent. Rats were 
randomly assigned to one of four feeding conditions far 3 wk and 
were housed in groups of thc same condition in transparent acrylic 
cages (40 X 50 X 20 cm). The AL group had free access to food; this 
group allowed for the observation of lhe expected c-Fos-IR under 
regular foeding cond1 ti o ns. The RF group was maintaincd w1der RFS 
w1th foo<l available daily for 2 h (1200-1400, ZT5-ZT7). To deter
mine that observcd effects wcrc not due to either an acute 22-h food 
deprivation interval or the fasting-refccding conditions, two additional 
control groups wcre include<l (each n = 6). For a 22-h fasting control 
(22F), rats were maintained w1th free food access for 3 wk; on the last 
day ofthe experiment food was removed at 1400 (ZT7), and aftcr 22 h 
of food deprivation (at 1200, ZT5) six rats were pcrfuscd. Another six 
rats (22F-R) wcrc lef\ 22 h m fasting and thcn rcfed for 2 h (ZT5-ZT7) 
and wcre thcn pcrfused ~md processed far innununohistochemistry. 

The second slagc of thc cxperimcnt cxplored thc persistencc of thc 
entrained c-Fus-IR patlem after 3 days in fasting conditions. Rats 
wcre assigned to one oftwo groups. The persistence group (RF-F) was 
food entrained for 3 wk similar to the RF group, then allowed free 
food acccss for 5 days, and lcft food deprived for 3 days (food was 
removed al ZT7). This procedurc allowed us to asscss the persistence 
of FAA for crn 8-day intcrval and allowed us to discard the expression 
of an hourglass clock. A fasting control group (Fast) was allowed free 
food access for 3 wk and then was left food deprived for 3 days. 

For ali groups, rats were perfused and brains were obtaincd on the 
last day oí cach feeding protocol at ZT3. ZT4, ZT5, ZT7, ZTl L or 
ZT 13 (11 = 6 per group and time). In addition, to obtain a circadian 
cw·ve far thc SCN as a positivc control, additional rats from thc AL 
and RF groups were pcrfused al ZTI 7 and ZT23. 

Because it is estirnated that thc intracelullar cascade of evcnts to 
produce peak levcls ar !he protcin c-Fos takes ~45 min (38), tissuc 
was labclcd and data are presented according to the approximatc 
releasing stimulus time. Thc day of perfusion) animals of the ZTS 
point in thc RF group remaincd unfed until aneslhetizcd and pro
cessed. 

Histology and immunohistochernislly. Rats werc a.nesthetized \Vith 
an overdosc ofpcntobarbital sodium (Scdal-Vet, 65 mg/ml) and were 
perfuscd transcardially with -~250 mi of0.9% salinc followed by 250 
mi of Gxativc 4% parafom1aldchyde, 1.4% lysine. and 0.2% sodium 

m-pcriodate (PLP) in PBS (0.1 M, pH 7.2). Brams were removed, 
postfixed for 1 hin PLP, and cryoprotected in 10, 20, and 30% sucrose 
for 24 h. 

Brains were frozen and cut at - l 8ºC in horizontal sections of 40 
¡.cm to have complete slides of !he brain, including the brain stem (to 
be used in another study). Sections wcre serially collected in four sets. 

One set was stained with cresyl violet acetate (Nissl), anda second 
set was processed for immunohistochemistry for e-Fas. The sections 
were incubated for 72 h at 4 ºC in primary antibody (rabbit anti-Fas) 
diluted l :2,500 in PBS, 1 % goal serum, and 0.3% Triton X-100 
(PBSGT). Tissue was then incubated in biotinylated sccondary anti
body (goat anti-rabbit; Vector Laboratories) 1 :200 in PBSGT for 2 h 
at room temperature, followed by incubation in avidin-biotm complcx 
(0.9% avidin and 0.9% biotin solutions; Vector Laboratories) in 
PBSGT for 2 h at room temperature. Tissue was then reacted in 
diaminobenzidine (0.5 mg/ml, in Trizma buffer 7.2) with hydrogen 
peroxide (35 ¡.el, 30% H2Ü2). Bctween each step, tissue was rinsed 
three times for 1 O min in PBS. Tissue was mounted on gelatin-wated 
slides, and label was intcnsified with osmium tetroxide 0.1 % for 30 s 
(Baker Analyzed), dehydrated with alcohol, cleared with xylcne, an<l 
placed under a coverslip with Permount. 

Ce// count. To quantify e-Fas exprcssion in hypothalamic nuclei, 
four representative sections were selected in accordance with the 
stereotaxic atlas from Paxinos and Watson (30). A first ventral section 
(interaural 0.78 mm) was selected to quantify e-Fas-IR in the SCN. A 
second section (intcraural O. 90 mm) contained the VMH, LH, the 
dorsomedial nuclei (DMH), and the tuberomammilary nuclei (TM). A 
third scction (interaural 1.18) contained the pcrifomical area or the 
lateral hypothalamus (PeF); anda more dorsal scction (mteraural 1.90 
mm) was used to sample thc PVN. Images of the corresponding Nissl 
sections were acquired to idcntify and define the arca for each nucleus. 
Images of the immunohistochernical preparation wcrc obtained using 
a computerizcd image analysis system (MC!D Image Analyser Jmag
ing Rescarch) atlached toan Olympus light microscope (BHT). A grid 
uf 4 X 4, 40-¡.cm squares ( 1,600 µm') was superimposed on the center 
of each nucleus, and only e-Fas-IR cclls in the ten side of cach scction 
wcre manually counted at a X l O magnification. To minimize the 
number of false positives, background optic density (OD) was estab
lished in a nearby region lacking e-Fas-IR. When the obscrver marked 
a c-Fos-IR cell, the program indicatcd its OD, and staincd cells that 
rcached or surpassed three times thc background OD werc considcred 
positivc and werc countcd, whcrcas cells undcr this staining thrcshold 
were not considered. Thc cxamincr who perfom1cd all counts was not 
aware of lhe trcatment rcccived by the individual animals. 

Data analysis. Nwnbcr of cclls for each sampled area were trans
fonned to cells per square millimcter. Data wcrc classified by groups 
and time and are reprcscnted as mcans ::!::: SE. Data between the AL 
and RF group, as well as data for RF-F vs. Fast, were comparcd with 
a two-way ANOV A far independent measures with a factor for group 
(2 levcls) and a factor for time (6 levels). In addition, a onc-way 
ANOV A was used to determine significant oscillations in the tempo
ral pattem (6 levels) in each group. Ali ANOVAs wcre followed by a 
Tukey post hoc test with significan! valucs set at P < 0.01. Valucs 
from the 22F and !he 22F-R group were compared wllh the ZT5 and 
!he ZT7 values al' the RF group, respectively, with a onc-way 
ANOV A for indepcndent measures. Slalistical analysis was pcr
fomied with Statistica version 4.5 (StatSofl. 1993). 

RESULTS 

c-Fos-IR associated with RFS. A clear c-Fos-IR was ob
served in ali hypothalamic nuclei herc reportcd (see Fig. 1). In 
the AL group, DMH, LH, PVN, VMH, and PcF did not show 
significan! fluctuations throughout time in the number of c
Fos-IR cells (Figs. 2A, 3A, 4A, 5A, and 6A); however, cffects 
ofsampling time were obscrved in the TM (Fig. 7A) and SCN 
(Fig. 8A). The SCN exhibited a diurna! rhythm adjusted to the 
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LD cycle, with higher values during the early morning and 
lowest values after lights off, whereas the TM showed a 
decrease of c-Fos-IR cells at ZT4 and a gradual increase 
toward the night. The one-way ANOV A revealed only signif
icant effects due to time in the TM and in the SCN (P < O.O 1; 
Table l). 

RFS irnposed a different c-Fos-IR temporal pattern in sev
era! hypothalarnic nuclei compared with AL. The DMH, LH, 
PeF, and TM nuclei showed an increase in the number of 
c-Fos-IR cells 1 h before food access and a remarkably in
creased c-Fos-IR after mea! time (Figs. 2A, JA, 6A, and 7A). 
The PVN showed a marked increase in c-Fos-IR cells but only 
irnmediately after feeding (Fig. 4A). In the TM, a second 
increase of activity was observed aftcr lights off. In contras!, 

Fi g. l. t-.fícrophorograph ill ustrating rcprescntati ve c-Fos
immunoreactive (c-fos- IR) ce\ls in hypothalamic sect ions 
o f a rat allowed ad libitum fceding (left) and a foocl
entrained rat (right) at 14 h (ZT7). DMH, dorsomedial 
nucleus; F. fomix; OX, optic cbiasm; PcF, perifomica l arca: 
PVN, paraventricu lar nucleus; SCN, suprachiasmatic nu
cleus; 3V, third ventric lc. Sca le bar corresponds lo 40 µ m. 

the VMH and the SCN did not show a different c-Fos-IR 
pattern between the RF and the AL (Figs. 5A and 8A). In the 
SCN, RF rats exhibited a c-Fos-IR pattern linked with the LO 
cycle. The one-way ANOV A revealed a significant effect of 
time in the DMH, PeF, PVN, and SCN (Table l). The two-way 
ANOV A evidenced a significant rnain effect between the AL 
and RF groups in ali nuclei; a significant main effect due to 
variations in time in the DMH, PeF, PVN, TM, and SCN; and 
a significant group-time interaction in the DMH, PeF, and PVN 
(Table 2). 

Because RFs irnpose a cycle of 2-h feeding/22-h fasting, 
data from the RF group at ZTS and ZT7 were compared with 
thc 22F and 22 F-R groups, respectively. The statistical com
parison revealed a significan! difference between 22F and RFS 
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Fig. 2. Temporal pattern of the number of c-Fos-IR ce lls in the DMH of 
food-entrained rats (RF; O) and their ad libitum controls (Al;•) (A) and of 
food-entrained, fas!ed rats (RF-F; o} and their fasting controls (Fast; •) (B). 
The 22 fasted controls (22F) and the fasted-refed (22f-R) controls are repre
se nted in A as a hatched bar at 12 h aud 14 h. respectively. Horizontal bar on 
the abscissa represents mealtime in A ami e:i:pected mealtime in B. Values are 
meaos=: SE. Significanr diffcrence between AL and RF: •p < O.OS, up < 
O.O'!. Sign ificant difference between time points in the same group: +P < 
O.OS, + + P < O.O l. Significant differencc bctwcen the RF time point and the 
22F or 22F-R contro ls, +P < 0.01. 

at ZT7 in the DMH (F1.10 = 83.87; P < 0.001), thc LH 
(F1 .10 = 21.38; P < 0.001 ), thc PVN (F1.10 = 58.32; P < 
0.00 1), and lhc TM (F1.10 = 14.44; P < 0.003), which 
confirmed that in these nuclei c-Fos-IR activation was different 
from the fasting condition. In addltion, the comparison bc
tween thc 22F-R group and the c-Fos-IR at ZT7 indicated 
significan! diffcrence between both groups in the DMH 
(F1.11, = 45.37 ; P < 0.001), the LH (F1.1o = 13.02; P < 0.004), 
the PeF (F1.10 = 4.96; P < 0.04), the PYN (F1,10 = 40.46; P < 
0.001), and the TM (F1.10 = 6.31; P < 0.03). This comparison 
confinned tha1 effects observed in the RF group were due and 
specific to the food-entrairunent pro1ocol. 

c-Fos-IR in /asted rats. The fasted groups ex.hibited c
Fos-IR expression in ali nuclei. In the DMH, PYN, and TM, 
general cell counts were lower than in the AL and RF condi
tions (Figs. 2B, 4B, and 7 B). In the Fast group, no significan! 
fiuctuations were observed throughout time ; die VMH and PeF 
exhibited a decrease in the nurnbcr of c-Fos-IR ceUs at ZT7 
(Figs. SB and 6B), in addition, in LH and TM, activity tended 
to increase, slarting the activity phase (Figs. 38 and 7 8). The 
SCN exhibited a pattern linked to the LD cyclc characterized 

by higher c-Fos-IR ceU coun1s during the light phase and a 
decrease after lights off (Fig. 88); however, it was distorted 
due to the inftuence of 48 h in fasting. The one-way ANOV A 
only indicated a significan! rnain effect due to time in the PeF 
(Table 1). 

The RF-F group exhibited in ali nuclei, with the exception of 
the SCN and VMH, which displayed a different c-Fos-IR 
temporal pattern from that observed in the Fast group, with 
increased values at the expected mea! time. This pattern was 
especially evident in !he LH, which showed a clear increase 
before and during expected mealtirne. For the RF-F group, the 
one-way ANOV A revealed a significan! time effect in the LH, 
PeF, and PVN (Table 1). In addition, for ali nuclei but thc 
SCN, the two-way ANOV A showed a significan! difference 
between !he RF-F and Fast groups, a significant time variation 
in !he DMH and PeF, and a significan! group-time interaction 
in the LH and PeF (Table 3). 

DISCUSSION 

Present data indicatc that severa! hypothalamic nuclei ex· 
hibit a specific c-Fos-IR temporal pattern associated with RFS 
and rnay be involved with the FEO's mechanisrns. They also 
indicate that, specifically in !he SCN and thc VMH, the 
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Fig. J Tempora l pattern of the number of c-Fos-lR cells in the latcrn! 
hypothalamus in RF (O) and AL(• ) rats (A ) and in RF-F (o} and Fast (• ) rats 
(B). Values are means = SE. A significan! cellular actival ion was associatcd 
with mealtime and expected mealtime during fasting. Significan! difference 
betwecn AL and Rf: .. P < 0 .0 1. S ignifican! difference betwecn time poinls 
in the same group: + P < 0 .05. Significam difference bern·ccn the RF time 
¡JOint and the 22F or 22f-R controls, •P < 001. Other indica.tions as in Fig. 2. 
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Fig. 4. Temporal pallem of th e number of e-Fas-IR cclls in PVN in RF (O) and 
AL (• ) rats (A) and in RF-f (o) and Fast (• ) rats (B). Values are means :!: SE. 
A signi fican! response was observed afler foo d ingestion. Significan! difference 
between AL an d RF: .. p < 0 .0 1. Significan! differen~ be tween time points 
in the same group: + +P < 0 .0 1. Significan! differenc.e between lhe RF time 
point and thc 22F or 22F-R conll'tlls, • P < 0 .01 . Other indic.a.rions as in Fig. 2. 

temporal paltem o f cellular actí vity remains phase light to the 
LD cycle and is no t modified due to RFS. Thus SCN and VMH 
may not be invol ved with the F EO ' s mechanisms. 

Our inítial hypothesis proposed that hypothalamic structures 
would respond with a differential pattem, depending on their 
involvement with specífic mechanisms of FEO. Structurcs 
ínvolvcd wíth F AA expressíon would show increascd c-Fos-IR 
at time points preceding food acccss. If ínvolved with the 
clock's mechanism, the activa tion pat1em would persist in 
fasting conditions. An increase in c-Fos-IR after food ingestion 
would point out structures responding to food-related cues, and 
we woul d thus assume theír ro le in the FEO 's entraining 
pathway. However, data ín this study point out a more complex 
pattem and do nol allow for the assumption of such detennin
isti c conclusions. 

Food enfrainrnent produced increased c-Fos- IR in the DMH, 
LH, PYN, TM, and PeF in antic ipation of food acces5, and in 
the sarne structures an even stronger activation was observed 
after mealtime. Cellular activation due to RFS was different 
from that observed in AL, 22F, and 22FR groups, which 
confumed that this actívation was spec ífic for the food-en
traíned condition. In addítíon, in nearly ali nucleí, increased 
va!ues were observed during fastu1g around the expected meal
tirne, but this was only significan! for the LH and PeF, and for 
the LH, the temporal pattem was even more evident than that 

observed during RFS . To better understand how the present 
structures can be linked to the FEO, these data must be 
examined according to the known role of each nucleus in 
metabolic balance and feeding behavior. 

In !he DMH, a slight increase in c-Fos-IR was observed in 
anticipation of mealtime and a significan! increase after food 
intake. This pattem of activation per.;isted in fasting conditíons, 
although with lower intensity. The DMH is considered an inter
mediary structure among hypothalamic nuclei ofthe medial zone 
dueto its intrahypothalamic afferent and efferent projections (3), 
and because of the high levels of glucose receptors it is regarded 
asan integrator of metabolic functions (4). In addition, anatomic 
tracers have shown fust-order synaptic projections between !he 
SCN and DMH (1 3), suggesting that it may be an importan! 
output pathway for the transmission of circadian rhythmicíty. 
Present data indicate that under RFS !he DMH uncouples from the 
SCN and exhibits a pattem of cellular activation phase related to 
the mealtime. A similar pattem as in the DMH was observed in 
!he LH, but in this structure !he persistence response was signif
icantly enhanced. Kurumiya and Kawamura (22) reported food 
entrainment of multiunitary activity in the LH, which persísted for 
severa! cycles in fasting, suggesting an importan! relationship 
between the LH and the FEO. In addition, !he LH is distinguished 
by abundance of fibers and cell bodies that project to the cerebral 
cortex, the brain stem, and autonomíc cells in !he spinal cord, and 
thus is considercd an integrative stnicture lhat transmits energy 
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Fig. 5. Temporal pattern of !he number of c-Fos-IR cells in lhe ventromedial 
hypothalamic nucleus in RF (O) and AL {• ) rats (A) and in RF-F (O) and Fast 
(• ) rats (B)_ Values are means ~SE. Restricted feeding schedules produced no 
significant ccllular activation . Other indica li ons as in Fig. 2. 
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Fíg. 6. Temporal patlem of the number of c-fos- IR cel ls in the perifomical 
area in Rf {O} and AL(• ) raes (A) and in RF-f {v) and Fast (• ) rats (B). Values 
are means :!:: SE. A sign ificant cellular activation was assoc iated with meal time 
and expec ted mealtime during fasting as observed in the laieral nucleus. 
Sign ificant difference between AL and RF: .. P < 0.05. Significant difference 
between time points in the same group: + P < 0.05. Significant difference 
between the RF time point and the 22F or 22F-R control s, •P < 0.01. Other 
indicalions as in Fig. 2 

balance infonnation to extrahypothalamic sites (23). Because both 
structures, DMH and LH, play an importan! integrative role in 
transmitting and processing metabolic signals and feeding bchav
ior, and taking into account prcsent evidence, we suggest that both 
may be elements o fthe FEO's dock mcchanisms or that they may 
be clemcnts of die clock's out¡mt. 

Another relevant effcct observed in this study was the intense 
aclivation of the TM and Pef during thc hours before and aflcr 
food access as well as during persistence. Both structures are 
located in die posterior hypothalamus and have bcen related to a 
behavioral arousal system (18, 39). The PeF of the lateral hypo· 
thalamus was recently described asan importan! arousal-promot
ing region containing orex.igenic neurons (39) that project widely 
to forebrain and brain stem regions (27). Duc to the location of 
orexin receptors, this system is thought to regulate sleep-wake 
cycles, locomotor activity, and energy homeostasis and feeding 
bebavior (31, 39). In addition, a previous study (20) dcscribed an 
intense neuronal activation in the TM related to the arousal state 
in rats antic ipating one of two daily meals. Our J ata are in 
agreement with this study, and we may speculate that an increase 
of c·Fos-lR in the TM and PeF may be related to the arousal state 
in rats during anticipation, during feeding, and while expecting 
food access in fasting. 

The SCN and the VMH did not show significan! cellular 
activation in association with food entrainment. Our data are in 
agreement with previous studies that have described entrainment 
by feeding schedules of the clock gene per 1 mRNA in peripheral 
tissues and central nervous structures but no phase control in the 
SCN (8, 37). Also, it has been well documented that animals with 
a bilateral lesion of the SCN are still able to entrain to feeding 
schedules and exhibit F AA (33). However, it is importan! to point 
out that RFS rats exlúbited lúgher c-Fos-IR values than AL rats, 
wlúch indicates a modulation of SCN activity by feeding sched· 
ules as previously described (7). Although, the VMH is a hypo· 
thalamic structure that has been linked to feeding behavior, in the 
literature we find evidence that extensive lesions of the VMH do 
not disrupt or hinder either metabohc food entrainment or die 
display ofFAA (19, 24). As previously described, Kurumiya and 
Kawamura (22) reported entrainment of the temporal pattem of 
electrical multiunitary activity in the VMH and lateral LH in 
food-entrained rats. This food-entrained pattem persisted in the 
LH up lo 4 days in total food deprivation (constan! conditions), 
but dampened in the VMH. Present data are in agreement with 
previous findings and confirm that the VMH and SCN are not 
elements of FEO. 

Significan! and intense cellular activation was observed in 
the PVN after food intake ill food-entrained rats. This response 
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Fig. 7. Temporal pattem of lhe number of c- Fos-IR cclls in the n1beromam
milar nucleus in RF (O) and AL (• ) rars (A} and in RF-F (o) and Fas l (• )mis 
(8). lncreased c-Fos-lR was observed around mcaltime and duri ng 1he early 
night. Valucs are mcans :::: SE. Signi fican! differencc betwcen AL and RF: 
• P < 0 .05. Significant difference bctwecn lime poinls in !he samc group: 
+ P < 0.05. Sign ificant difference bc1ween thc RF 1íme point and the 22F or 
22F-R cont rols. •P < 0.0 1. Other indications as in Fi g. 2. 
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Fig. 8. Temporal pa!tem of the number of c-Fos-IR cells in thc SCN in RF (O) 
and AL (• ) rats (A) and in RF-F (o ) and Fast (•) rats (B). Temporal pattems 
were relatcd with the light dark cycle and not wilh mealtime. Values are meaos 
:!. SE. Sign ifican! difference between time points in the same group: +P < 
O.DI. Otber indicaiions as in Fig. 2. 

did not persist in fasting conditíons, although during the 
expected mealtime a slight increase of c-Fos-lR was obscrved 
and this pattern was statistically different from the control Fast 
group. Previous studies indicate that the PVN integrates the 
infonnation of stomach fil! and the availability of substrates 
and rcprese11ts an importan! output pathway to the autonomic 
ncrvous system, modulating digestive motor functions, gastro
intestinal sccretion, and pancreatic function via oxytocincrgic 
projections to thc nucleus of thc solitary traer and the dorsal 

Table 1 One-ll'ay ANO VA F vah1es far the main elfect of 
time in AL and RF, RF-F and Fas/ groups 

Rf·F Fa n 
Nucleus ALFs.a RF F>.?H Fu11 Fs.2"' 

DMll 0.55 12 . .Jt 2.41 1.91 
LH 1.61 1.04 J.48! 1.88 
PeF 1.2) 2.88 ' 2.7J• J.28! 
PVN 2.09 26 7! .l..19! 0.51 
TM 5. 16! 2 O.l 1.56 1.96 
VMH 1.16 0.86 2.5 1 0.86 
SCN F5.Jt = 8.96t F .'>.)4= J .81t 1.06 2.4 1 

AL, ad líbitum; RF, restricted feeding; Rf-F, RF-fasting; Fast, fasting; 
DMH, dorsomedial nucleus; LH. lateral nucleus; PeF, perifornical area; PVN, 
paraventricular nu cleus; TM, tuberomammilar nucleus; VMH, ventromedial 
nucleus; SCN, suprachiasmatic nucleus. •p < 0.05; tP < 0.01. 

Table 2. F values obtained with the two-way ANO VA for 
independent measures, far the group entrained to feeding 
schedules, and its ad libitum controls 

Nuclcus GrourF1.s11 Time Fs.)& G X T F)Jk 

DMH 44.75! 8.12! 9.06! 
LH 29.Jlt 1.29 1.11 
PeF 24.92 t 2.11' 2.50' 
PVN 12.00t 9.l8t 21.221 
TM 12.7.J t 4.ll t 1.52 
VMH 8.05! 1.21 1.51 
SCN Fi,r.-=3.17 Fu.M == 8.09t 0.71 

G X T, group-time interaction . • P < 0.05; tP < 0.001. 

motor nucleus of the vagus (5, 32). Gastric load and distension 
elicit cellular activation in the PVN observed through c-Fos 
expression, norepinephrine, and oxytocin release (6, 29, 35). 
We have observed that food-entrained rats (unpublished data) 
and young rabbits ( 16) develop an exceptional capacity to 
distend their stomach, and this stomach distension coincides 
with increased c-Fos IR in the PVN (2, 6). Thus we can suggest 
that the intense c-Fos-IR response observed in the RF group 
was due to stomach distension after food ingestion, and the 
lower c-Fos-IR observed in the RF-F group corrcsponds to 
persistence of water intake, as prcviously described ( 17). As a 
rcsult , it is possible that this gut-PVN ax is may play an 
importan! role in the FEO' s entraining pathway. 

The fact that a previous study producing bilateral les10ns of 
PVN and LH was unable to disrupt F AA expression (25) gives 
support to a multi structural model of the FEO built up by 
severa! nuclei in the central nervous system. This is furth er 
supported by a study that reported oscillating clock genes in 
severa! hypothalamic nuclei ( 1) and a study that dcmonstrated 
independence of clock gene's rhythrnicity in the periphery 
from FAA exprcssion. This later study evidenced that behav
ioral food entrainment relies on central mcchanisms and not on 
a peripheral clock ( 12). 

Because present data are based on the sarnpling of a single 
horizontal section for each nucleus, its interpretation must be 
addressed with limitations, especially for those nuclei that contain 
many neuronal phcnotypes, al010ugh this study provides evidence 
that severa! hypothalamic nuclei exhibit cellular activation pat
terns rclated and specific to food entrainment The specific c
Fos-IR pattems under RFS and in fasting suggcst that the PVN 
may be in volved with thc cntraining pathway, the PeF and TM 
with the arousal slate, and the DMH and LH with the clock 's 
mechanisms of FEO or its output. In addition, present data 

Table 3. F values obtained with the two-way ANOVAfor 
independent measures, for the RF-F group and 
its /asted controls 

Nudeus Group FL~fl TimeF)~"' G X T F).H'· 

DMH l9. 15t 3.62• 0.92 
LH 38.93! 2.J7 J.12• 
PeF 12.58 1 3.66 .. 2.44 "' 
PVN 16.47t 1.4 8 2.16 

TM 9.20' 1.8 1 1.53 
VMH 5.83° 2.l8 1.05 
SCN 0.01 1.75 1.27 

----- --
' P < 0.05; tP < 0 .001. 
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indicate that the FEO may be a distributed system of interacting 
structures. Further characterization ofthe FEO's mechanisms will 
need an integrative approach in which other extrahypothalamic 
structures are taken into account. 
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Angeles-Castellanos, Manuel, Raúl Aguilar-Roblero, and 
Carolina Escobar. c-Fos expresslon in hypolhalamic nuclei of food
entrained rals. Am J Physiol Regul fll/egr Comp Physiol 286: 
Rl58- Rl65, 2004. Firal publishcd August 21, 2003; 10.1152/ajpregu. 
00216.2003.-The presenl study aimed lo identify lhe hypolhalamic 
nuc \ci involved with food entrainmcnt by using c-Fos- like immuno
reactivily (c-Fos-lR) as a marker of functional activation. We studied 
rals entrained 3 wk lo reslricled feeding schedules (RF), their ad 
libitum (AL) controls, and !he peraislence of c-Fos-IR temporal 
pattems in entrained-fasted rats. In addition, we included 22-h fasting 
and 22-h fasling-refeeding groups as conlrols of fasting and refeeding 
acule effects. Diurnal patterns of c-Fos-IR were observed in the 
tuberomanunilar nucleus (TM) and suprachiasmalic nucleus (SCN) in 
AL rats. In ali nuclei, except the SCN and ventromedial nucleus 
(VMH), reslricled feedíng schedules impcsed a temporal pattem of 
increased c-Fos-IR around mealtime. An increase in c-Fos-IR before 
and after meal time was observed in dorsomedial nucleus (DMH), 
late ral nuclcus (LI 1), penfomical arca (Pef), and TM, and a marked 
increase was obscrvcd in the paraventr ícular nuclcus (PVN) alíe r 
fCeding. Food-entrained c-Fos-lR pauems pers isted after 3 days in 
fasling in DMH, LH, and PeF. Presenl data suggest lhal FEO might 
nol rcly on a single nucleus and rather may be a distributed system 
conslilu!cd of interacting nuclei in which thc PVN is mainly involved 
with the response to signals elicited by food ingestion and, therefore, 
with thc entraining pathway. We can suggesl that the PeF and TM 
may be involved with the arousal state during food anticipation and 
the DMH and LH with the time-keeping mechanisrn of FEO or its 
output. 

circadian rhytluns; entrainment; food-entrained oscil lator; food antic
ipatory activity 

Cl RCAOlAN RHYTl-IMS IN f'l.tAMMALS are predominantly cntrained to 
the day-night cycle, but under restricted feeding schedu les 
(RFS) several rhythms are entrained to mealtime (34). When 
food is restricted to a few hours daily, animals de velop in
creascd locomotor activity 2-3 h preced ing food access, which 
has been termed food anticipatory actívi ty (FAA). Associated 
with this behavioral activation, scrum <.:orticostcronc, free fatty 
acíds, and core temperaturc shifl thcir phasc in anticipation of 
the daily meal (15, 21). This food entrninmenl has been linked 
to thc expression of a circadian oscill ator because F AA is only 
entrained whcn food is provided in a circadian range, free runs 
for severa! cycles during constant-fasting conditions, and ex
hibits transients in response to phase shi fts of food access (34). 

The suprachiasmatíc nucleus in the hypothalamus (SC'N) has 
been identified as the light-entrained oscillator (LEO), whereas 
the mcchanisms underlying thc food-enlrained osci llator (FEO) 
remain elusivc. Food entrainment depends on a circadian 
osci llator indcpcndent of the SCN, because FAA is clicited in 

Adrlress fo r reprin! requests and olher correspondence: C. Escobar, Depar
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Ciudad Universitaria. Méx ico DF 045 10, MCx ico (E-mail: cescobar@ifisiol. 
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animals with bilateral lesions ofthe SCN (33). In an attempt to 
characterize the FEO, several groups have produced lesions in 
potential anatomic substrates of this oscillator and explored ils 
effect on die expression of FAA. In food-entrained rats, bilat
eral lesions of the ventromedial hypothalamic nucleus (VMH) 
did not prevent FAA or the preceding corticosterone peak ( 19, 
24). Likewise, bilateral lesions of the lateral nucleus (LH) and 
the paraventricular nucleus (PVN) failed to abolish FAA (23), 
and similar negative results were obtained after lesion of the 
limbic system (26) and brain stem areas (9, 1 O). However, a 
recen! study described that RFS induced phase control of mPer 
rhythmicity in the cerebral cortex and hippocampus, suggest
ing a possible link of both structures with F AA (3 7). 

Recent studies have pointed out the importance ofperipheral 
oscillators as possible componcnts of FEO (8, 40) and have 
directed special attention to the li ver as a possible periphera l 
dock . Howcver, wc rcportcd rhat rats madc cin·hotic with a 
chronic CC~ trcatmc nt cx.hib it Í" AA 1hal pcrs istc<l in fasting 
conditions (17), indicating that lhe expression off AA does not 
depend on an intact livcr. Similar effects were reported in rats 
made diabetic with a single <lose of streptozotocine (11 ), 
discarding the rclcvance of the pancreas and insulin secretion 
as part of this oscillator. 

Because the identification of a single structure as substrate of 
FEO has preven unsuccessful, it has been suggested that the 
FEO may be constitu!ed by a distributed and possibly redun
dant system of peripheral organs interacting with central ner
vous structures involved with ingestive behavior and energy 
balance (15, 34). However, the possible elements of this 
oscillator, associated with either the input of the entraining 
signals, the time-keeping mechanisms, or rhythmicity trans
mission, remain to be identified. 

The imrnunohistochemical expression of c-Fos-likc proleins 
in the nervous system is considered a marker of neurona l 
activation (28). The logic of this methodology is bascd on thc 
demonstralion that the expression ofthis protein is incrcased in 
neurons afier extracellu1ar electrlcal o r c hemical stimulatio n 
(28). Thus c-Fos-like expression has been extensively uscd to 
identify neurons activated by experi mental treatmcnls, includ
ing metabolic events and food ingestion (2, 14, 36). 

The present study was aimed to identify the hypothalami c 
nuclei involvcd with food entrainment by using c-Fos immu
noreactivity (c-Fos-IR) as a markcr offunctional activation. In 
a first stagc, we characterized the temporal profile of c-Fos-IR 
in the hypothalamus of food-entrained rats [restricted feeding 
(RF)] and their ad libitum controls (AL), andina second stagc 
we explored whether temporal pattems of c-Fos-IR obscrved in 
food-entrained rats pcrs isted during fasting. We hypothesized 

Thc costs of publica1ion of 1his ari icle were defrayed in part by 1he paymen1 
of page charges . Thc 1rniclc must thcrcforc be hereby marked "ad~·erti.w::ment" 
in accordance \lli th 18 U.S.C. Scction 1734 solel y to indicate this fa.et 
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LD cycle, with higher values during the early moming and 
lowesl values after lights off, whereas the TM showed a 
decrease of c-Fos-IR cells at ZT4 and a gradual increase 
toward the night. The one-way ANOV A revealed only signif
ican! effects dueto time in the TM and in the SCN (P < 0.01; 
Table 1). 

RFS imposed a different c-Fos-IR temporal pattem in sev
era! hypothalamic nuclei compared with AL. The DMH, LH, 
PeF, and TM nuclei showed an increase in the number of 
c-Fos-IR cells l h before food access and a remarkably in
creased c-Fos-IR after mea! time (Figs. 2A, JA , 6A, and 7A). 
The PVN showed a marked increase in c-Fos-IR cells but only 
imrnediately after feeding (Fig. 4A). In the TM, a second 
increase of activity was observed aftcr lights off. In contras!, 

Fig. I. Micropholograph illusirating represcntarive c-fos
immunoreactive (e-Fas-IR) cells in hypotbalamic sections 
of a rat allowed ad libitum fceding (left) and a food
entrained rat (right) at 14 b (ZT7). DMH, dorsomed.ial 
nucleus; F, fomix; OX, optic chiasm; PeF, perifomical area; 
PVN. paraventricular nucleus; SCN, suprachiasinaiic nu
cli~us ; JY, third ven tri ele. Sea le bar corresponds to 40 µm 

the VMH and the SCN did not show a different c-Fos-IR 
pattem between the RF and the AL (Figs. 5A and 8A). In the 
SCN, RF rats exhibited a c-Fos-IR pattem Iinked with the LD 
cycle. The one-way ANOV A revealed a significan! effect of 
time in the DMH, PeF, PVN, and SCN (Table 1). The two-way 
ANOVA evidenced a significant main effect between the AL 
and RF groups in ali nuclei; a significan! main effect due to 
variations in time in the DMH, PeF, PVN, TM, and SCN; and 
a significan! group-time interaction in the DMH, PeF, and PVN 
(Table 2). 

Because RFS impose a cycle of 2-h feeding/22-h fasting, 
data from the RF group at ZT5 and ZT7 were compared with 
the 22F and 22 F-R groups, respectively. The statistical com
parison revealed a significan! difference between 22F and RFS 
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Fig. 2. Temporal pattern of the number of c-Fos-IR c.ells in the DMH of 
food-cntraincd rats (RF; O) and 1hcir ad libitum controls (AL~ • ) (A) and of 
food-enrraincd, fas1ed rats (RF-F; o ) and 1heir fasting controls (fast; • ) (8). 
Thc 22 fasted controls (22F) and the fasted-refed {22F-R) controls are repre
semed in A as a hatched bar at 12 h and 14 h, respectively. Horizontal bar on 
the abscissa repre sent s mealtime in A and ex.pected mcahime in B_ Values are 
means :!: SE. Significan! differen ce between AL and RF: •p < 0.05 , .. p < 
0.01. Significant d.ifforence berween time points in the same group: +P < 
O 05, + +P < 0.01 . Sign ifican! difference betv.•een che RF lime point and th e 
22F or 22F-R controls. •P < 0 .01. 

at ZT7 in the DMH (F1.1 0 = 83.87; P < 0.001), thc LH 
(F1.1o = 21.38; P < 0.001 ), the PVN (F1.10 = 58.32; P < 
0.001 ), and the Tlvl (F1.1 o = 14.44; P < 0.003), which 
confinned that in these nuclei c-Fos-IR activation was different 
from the fasting conditi on. In addition, the comparison bc
tween the 22F-R group and the c-Fos-IR al ZT7 indicated 
significan! difference between both groups in the DMH 
(F1.1o = 45 .3 7; P < 0.001 ), the LH (F1.10 = 13.02; P < 0.004), 
the PeF (F1. 1o = 4.96; P < 0.04), the PVN (F1.1o = 40 .46; P < 
0.001), and the TM (F1.10 = 6.31; P < 0.03). This comparison 
confinned that effects observed in the RF group were due and 
specific to the food-entrainment protocol. 

c-Fos-JR in /asted rats. The fasted groups exhibited e· 
Fos-IR expression in ali nuclei. In the DMH, PVN, and TM, 
general cell counts were lower than in the AL and RF condi
tions (Figs. 28, 4B, and 7B). In the Fast group, no significan! 
ftuctuations were observed throughout time; the VMH and PeF 
exhibited a decrease in the number of c-Fos-IR cells at ZT7 
(Figs. 58 and 6B), in addition, in LH and TM, activity tended 
to increase, starting the activity phase (Figs. 38 and 78). The 
SCN exhibited a pattern linked to the LD cycle charactcrized 

by higher c-Fos-IR cell counts during the light phase and a 
decrease after lights off (Fig. 8B); howevcr, it was distorted 
due to the inftuence of 48 h in fasting. The one-way ANOV A 
only indicated a significant main effect due to time in the PeF 
(Table 1). 

The RF-F group exhibited in ali nuclei, with the exception of 
the SCN and VMH, which displayed a different c-Fos-IR 
temporal pattem from that observed in the Fast group, with 
increased values at the expected mea! time. This pattem was 
especially evident in the LH, which showed a clear increase 
before and during expected mealtime. Far the RF-F group, the 
one-way ANOV A revealed a significan! time effect in the LH, 
PeF, and PVN (Table 1). In addition, for ali nuclei but the 
SCN, the two-way ANOV A showed a significan! difference 
between the RF-F and Fast groups, a significan! time variation 
in the DMH and PeF, and a significan! group-time interaction 
in the LH and PeF (Table 3). 

DISCUSSION 

Present data indicate that several hypothalamic nuclei ex
hibit a specific c-Fos-IR temporal pattem associated with RFS 
and may be involved with che FEO's mechanisms. They also 
indicate that, specifically in the SCN and the VMH, the 

A 
800 

'E 
~ 

600 

* Gi 
u 
o 400 

ó 
---~ z 

200 

B 
800 ** + ** 

NE 600 

~ E 
~ 
Gi 400 u 
o 
ó 

200 z 

= 
11 13 

Zeltgeber-tlme 

Fig. 3. Temporal pattern of the number of c-Fos-IR cells in the lateral 
hypothalamus in RF (o) and AL(• ) rats (A) and in RF-F (o) and Fast (•) rats 
(B). Values ;1.re means ::: SE. A significan! cellular activalion was associated 
with mealtime and expected mealtime duríng fasting. Significan! diffcrence 
between AL and RF: up < 0 .01. Significan! difference between 1ime poims 
in lhe same group: +P < 0.05. Significant difference between !he RF lime 
point and the 22F or 22F-R controls, +P < O.O J. Other indications as in Fig. 2 

A.!P-Regul lnregr Cmnp Phy.\'iol ·VOL 286 • JAf\'UARY 20()4 • www.ajpregu.org 



A 

"'E 

~ 
o; 
" o 
ci z 

B 

"' E 

~ 
o; 

" o 
ci z 

2500 

2000 

1500 

1000 

500 

2500 

2000 

1500 

1000 

500 

• ** 

7 9 11 

Zeitgeber-time 
13 

Fig. 4. Temporal pallem of lhe number of c-Fos-IR cell s in PVN in RF (O) and 
AL (• ) rats (A) and in RF-F (o ) and Fast (+) rats (B). Values are meaos ::!: SE. 
A signifi cant response was observed after food ingestion. Significant difference 
between AL and RF: up < 0.01. Significan! difference between time points 
in 1he same group: + +P < 0.01. Significan! differencc between thc RF time 
point a.nd the 22F or 22F-R controls, • P < O.O!. Other indications as in Fig. 2. 

temporal pattem of cellular activity rema ins phase tight to the 
LD cycle and is not modified dueto RFS. Thus SCN and VMH 
may not be involved with the FEO's mechanisms. 

Our initial hypothesis proposed that hypothalamic struclures 
would respond with a difTerential pattem, depending on their 
involvement with specific mechanisms of FEO. Structures 
involved with FAA cxpression wou ld show increased c-fos-IR 
at time points preceding food access. lf involved wi th the 
clock's mcchanism, the activation pattem would persist in 
fasting cond itions. An increasc in c-fos-!R alter food ingcstion 
would point oul structures rcsponding to food-related cues, and 
we would thus assume lheir role in the FEO's enlraining 
pathway. However, data in this study point out a more complex 
pattem and do nol allow for the assumption of such determin
istic conclusions. 

Food entrairunenl produced increased c-Fos-IR in the DMH, 
LH, PVN, TM, and PeF in anticipation of food access, and in 
the sarne structures an even stronger activation was obscrved 
aftcr mealtime. Cellular activation due to RFS was different 
from lhat observed in AL, 22F, and 22FR groups, which 
confinned that tllis activali on was specific for the food-en
traincd condition. In addit ion, in nearly ali nuclei, increased 
values were observed during fasting around the expected meal
time, bu! this was only significan! for the LH and PeF, and for 
the LH, the temporal pattem was cven more evident than that 

observed during RFS. To better understand how the present 
structures can be linked to the FEO, these data must be 
examined according to the known role of each nucleus in 
metabolic balance and feeding behavior. 

In the DMH, a slight increase in c-Fos-!R was observed in 
anticipation of mealtime and a significan! increase after food 
intake. This pattem of activation persisted in fasting conditions, 
although with lower intensity. The DMH is considered an inter
mediary structure among hypothalamic nuclei of the medial zone 
due to its intrahypothalamic atferent and efferenl projections (3 ), 
and because of the high levels of glucose receptors it is regarded 
as an integrator of metabolic functions (4). In addition, anatomic 
tJacers have shown first-order synaptic projections between thc 
SCN and DMH ( 13), suggesting lhat it may be an importan! 
output pathway for the transmission of circadian rhythmicity. 
Present data indicate that under RFS the DMH uncouples from the 
SCN and exhibits a pattem of ceUular activation phase related to 
the mealtime. A similar pattem as in the DMH was observed in 
the LH, but in this structure the persistence response was signi f. 
icantly enhanced. Kurumiya and Kawamura (22) reported food 
entrainment of multiunitary activity in the LH, which persisted for 
severa! cycles in fasting, suggesting an important relationship 
between the LH and the FEO. In addition, the LH is distinguished 
by abundance of fibers and ceU bodies thal projecl lo the cerebral 
cortcx, the bmin stem, and autonomic cells in the spinal cord, and 
thus is considercd an intcgrativc strncturc that transmits c11crgy 
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Fig_ 5. Tempora l panero of the number of c-Fos·IR ce ll s in the ventromedia l 
hypothalamic nucleus in Rf (O) and AL (• ) rats (A} and in Rf·f (o ) and Fast 
(•) rats (B) . Values are means ::!:: SE. Res trícted feeding schedules produced no 
signi ficant cellular activation . O ther indications as in Fig. 2. 
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balance information to extrahypothalamic s iles (23). Bccause both 
structures, DMH and LH, play an importan! integmtive role in 
transmitting and processing metabolic signals and fccding behav
ior, and taking into account present cvidcnce, we ~uggcst that both 
may be elcments oíthe FEO's clock mcchanisms or that thcy may 
be eleme nts oí the clock's output. 

Another relevant effect observed in this study was ú1c intense 
acti vation oí the TM and Pef during thc hours bcforc and after 
food access as well as during persistence. Both structures are 
located in tlle posterior hypothalamus and have been related to a 
behavioral arousal system (18, 39). The PeF oí tlle lateral hypo
thalarnus was recently described as an importan! arousal-promot
ing region containing orexigenic neurons (39) that project widely 
to forebrain and brain stem regions (27). Due to the location of 
orexin receptors, this system is thought to regulate sleep-wake 
cycles, locomotor activity, and energy homeostasis and feeding 
behavior (31, 39). In addition, a previous study (20) described an 
intense neuronal activation in the TM related to the arousal state 
in rats anticipating one oí two daily meals. Our data are in 
agreement w ith this study, and wc may speculate úiat an increase 
of c-Fos-IR in the TM and PeF may be related to tlle arousal state 
in rats during anticipation, dtuing feeding, and while expecting 
food access in fasting. 

The SCN and the VMH did not show significan! cellular 
activation in association with food entrainment. Our data are in 
agreement with previous studies that have described entrainment 
by feeding schedules of the clock gene per l mRNA in peripheral 
tissues and central nervous structures but no phase control in thc 
SCN (8, 37). Also, it has been well documented that animals with 
a bilateral lesion of the SCN are still able to entrain to feeding 
schedules and exlúbit F AA (33). However, it is importan! to point 
out that RFS rats exhibited higher c-Fos-IR values than AL rats, 
which indicates a modulation of SCN activity by feeding sched-
ules as previously described (7). Although, the VMH is a hypo-
thalamic struc1ure that has been linked to feeding behavior, in the 
literature we find evidence that extensive lesions of the VMH do 
not disrupt or hinder either metabolic food entrainment or the 
display oíFAA (19, 24). As previously described, Kurumiya and 
Kawamura (22) reported entrainrnent of the temporal pattem oí 
electrical multiwlitary activity in the VMH and lateral LH in 
food-entrained rats. This íood-entrained pattern persisted in the 
LH up to 4 days in total food deprivation (constan! conditions), 
but dampened in the VMH. Present data are in agreernent with 
previous findings and confinn that the VMH and SCN are not 
elements of FEO. 

Significan! and intense cellular activa tion was observed in 
the PVN after food intake in food-entrained rats. This response 
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Fig. 7. Temporal pattem of thc numbcr of e-Fas-IR cclls in 1he hi bemmam
milar nucleus in RF (O} and AL(• ) ral$ (A) and in RF-r (o) and Fas\(• ) rats 
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+P < 0.05. S!gnificant differcnce between lhe RF' time poin1 and the 22F or 
22F-R controls. +P < 0.0 1. Other indicalions .as in Fig. 2. 
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did not persist in fasting condit ions, altl1ough during thc 
expected mealtime a slight íncrease of c-Fos- IR was observed 
and thís paltern was statist ically diffcrent from the control Fast 
group. Previous studies indicate that the PVN integrales the 
infonnation of stomach fill and the availability of substrates 
and represents an importan! output pathway to the autonomic 
nervous system, modulating digestive motor functions, gastro
inteslinal secretion, and pancreatic function via oxytocinergic 
projections to the nucleus of the solitary tract and the dorsal 

Table 1. One-way ANO VA F vah1es for the main ejfect of 
time in AL and RF, RF-F and Fast groups 

RF·F Fas1 
Nuc!eus AL Es.u Rf F~.2H Fs,28 F, ,2R 

DMH 0.55 12.31 2.4 1 1.97 
LH 1.61 1.04 3.481 1.88 
PeF 1.23 2.88 ' z.n• J .281 
PV1'i 2.09 26. 71 J.391 0 .5 1 
TM 5.161 2.03 156 1.96 

VMH 1.76 0.86 2.51 0.86 
SCN F~.3 4 = 8.96t F~.H=3.8Jt 1.06 2.41 

AL, ad líbírum; RF, resrricted feeding; RF-F, RF-fasting; Fas!, fasting; 
DM H, dorsomedial nuclcus; LH, latera l nucleus; PeF. perifomical area; PVN, 
paraventricular nucleus; TM. tubcromanunilar 11ucleus; YMH, ventromedial 
micleus; SCN, suprachiasmati c nu clcus. •p < 0.05; tP < 0.0 1. 

Table 2. F va/ues obtained with rhe rwo-way ANOVA for 
independent measures, fo r the group enrrained ro feeding 
schedules, and its ad libirum conrrols 

NucLeus GroupFu • TimeF,.~ G X T Fu11 

DMH 44.751 8.121 9.061 
LH 29.371 1.29 1.71 
Pcf 24.921 2.77' 2.50* 
PVN 12.001 9.381 21.221 
TM 12.731 4.311 152 
VMH 8.o5j 1.27 1.5 ! 
SCN F1.1 .. •=J .17 F 1.r.R = 8.09t O.J I 

G X T. group-time interaction. *P < 0.05; t P < 0.001 

motor nucleus ofthe vagus (5, 32). Gastric load and distension 
elicit cellular activation in !he PVN observed through c-Fos 
expression, norepinephrine, and oxytocin release (6, 29, 35). 
We have observed that food-entrained rats (unpublished data) 
and young rabbits ( 16) develop an exceptional capacity to 
distend thei r stomach, and this stomach distension coincides 
with increased c-Fos IR in !he PVN (2, 6). Thus we can suggest 
that the intense c -Fos-IR response observed in the RF group 
was due to stomach distension afler food ingestion, and the 
lower c -Fos-IR observed in the RF-F group corresponds to 
persistencc of water intake, as previously described ( 17). As a 
result, it is possible that this gut-P VN ax is may play an 
importan! role in the FEO's entraining pathway. 

The fact that a previous study producing bilateral lesions of 
PVN and LH was unable to disrupt F AA expression (25) gives 
support to a multistructural model of the FEO built up by 
severa! nuclei in the central nervous system. This is furthcr 
supported by a study that reported oscillating clock genes in 
several hypothalamic nuclei (1) anda study that demonstrated 
independence of d ock gene' s rhythmicity in the periphcry 
from FAA expression. This later study evidenced that behav
ioral food entrairnnent relies on central rnechanisms and not on 
a peripheral clock ( 12). 

Because present data are based on the sampling of a single 
horiwntal section for each nucleus, its interpretation must be 
addressed with limitations, especially for those nuclei that contain 
many neuronal phenotypes, although this study provides evidence 
that severa! hypothalamic nuclei exhibit cellular activation pat
tems rclatcd and specific to food entrainmenl TI1c specific c
Fos-lR pattems under RFS and in fasting suggest that thc PVN 
may be involved with the entraining pathway, the PeF and TM 
with the arousal state, and the DMH and LH with tl1e clock's 
meehanisms of FEO or its output. In addition, prescnt data 

Table 3. F values obtained with the two-way ANO VA far 
independent measures, for the RF-F group and 
ils [asted controls 

Nucleus Group F1 .lll TirnC F!>~-. G X T F l ,l " 

DMH 39.15! J.62' 0.92 
LH 38.93! 2.37 3. 12* 
PeF 12 581 ) 66 ' 2.44* 
PYN 16.47! 1.48 2 16 
TM 9.20• 1.81 1.53 
YMH 5.83" 2.) 8 1.05 
SCN O.O! 1.75 127 

···-- -

'P < 0.05; jP < 0.001. 
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indicate that the FEO may be a distributed system of interacting 
structures. Further characterization ofthe FEO's mechanisms will 
need an integrative approach in which other extrahypothalamic 
structures are taken into account. 
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ABSTRACT: 

When food is restricted to a few hours daily, animals increase their 

locomotor activity 2-3 hours preceding food access, which has been termed food 

anticipatory activity (FAA). Food entrainment has been linked to the expression of 

a circadian food entrained oscillator (FEO) and the anatomical substrate of this 

oscillator seems to depend on diverse neural systems and peripheral organs. 

Previously we have described a differential involvement of hypothalamic nuclei in 

the food entrained process. For the food-entrainment pathway the communication 

between the gastrointestinal system and central nervous system is essential. The 

visceral synaptic input to the brain stem arrives to the dorsal vaga! complex and is 

transmitted directly from the nucleus of the solitary tract (NST) or via to the 

parabrachial nucleus (PBN) to hypothalamic nuclei and other areas of the 

forebrain . The present study was aimed to characterize the response of brain stem 

structures in food entrainment. The expression of c-Fos immunoreactivity (c-Fos

IR) was used to identify neuronal activation. Present data show an increased c

Fos-IR following mealtime in all brain stem nuclei studied. Food entrained temporal 

patterns did not persist under fasting conditions indicating a direct dependence of 

feeding elicited signals for this activation. Because NST and PBN exhibited a 

different and increased response from that expected after a regular meal, we 

suggest that food-entrainment promotes ingestive adaptations that lead to a 

modified activation in these brain stem nuclei, e g. stomach distension. Neural 

information provided by these nuclei to the brain, may provide the essential 

entraining signal for FEO. 

Keywords: Circadian rhythms, Food entrained oscillator, Antipatory Activity, 
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INTRODUCTION 

When food is restricted to a few hours daily, animals exhibit food anticipatory 

activity (FAA) characterized by behavioural arousal and locomotor activation 2-3 h 

preceding food access (27,35). Corticosterone, free fatty acids and core 

temperature shift their phase anticipating the daily meal (13, 16, 21 ). Recent 

findings indicate that the oscillation of clock gene expression and of neuronal 

activity in (23) central oscillators outside the suprachiasmatic nucleus (SCN), as 

well as the oscillation of clock gene expression in peripheral tissues are entrained 

by feeding schedules (38,40). 

lt is well accepted that food entrainment depends upan a circadian oscillator 

independent of the SCN because food entrainment is elicited in animals with 

bilateral lesions of the SCN (34), because it can only be elicited when food is 

provided in a circadian range, and because FAA persists for several cycles during 

constant fasting conditions (35). lt has been suggested that this food entrained 

oscillator (FEO) may be constituted by a distributed and possibly redundant system 

built up by diverse central nervous structures and peripheral organs involved with 

the processing and regulation of ingestive behaviour and energy balance (24,35). 

To characterize this model of FEO, it is necessary to identify which structures 

mediate the input of entraining signals, which structures constitute the clock work 

and which mediate the output that generatés FAA. 

Recently, using the expression of c-Fos-immunoreactivity (c-Fos-IR) as marker of 

neuronal activation, we reported entrainment and a differential response in 

hypothalamic nuclei dueto restricted feeding schedules (2). This study showed 

that toad entrainment produces increased c-Fos-IR anticipating and following meal 
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time in the dorsomedial nucleus (DMH), lateral hypothalamic nucleus (LH), 

perifornical area (PeF) and tuberomammilar nucleus (TM). Food-entrained c-Fos

IR patterns persisted after three days in fasting in the DMH, LH and PeF 

suggesting an involvement of these nuclei in a time keeping system entrained by 

feeding schedules. In contras!, we observed a marked cellular activation in the 

paraventricular (PVN) nucleus after meal time, which did not persist in fasting, 

suggesting that this structure is mainly involved with the response to signals 

elicited after feeding and could therefore be part of the entraining pathway (2). As a 

continuation of this study we have now attempted to describe the role of brain stem 

nuclei as mediators of visceral input in a food-entrainment protocol. Previous 

studies have reported that visceral denervation due to subdiaphragmatic vagotomy 

or capsaisin administration has no effect on food entrainment (9, 1 O, 28). However, 

we cannot rule out that in intact animals these structures may be playing a relevan! 

role to transmit food-entraining signals. 

The transmission of visceral information to the central nervous system (CNS) 

relies mainly on brain stem nuclei. The visceral input to the brain stem arrives first 

to the dorsal vagal complex; this complex is comprised by the nucleus of the 

solitary trae! (NST), the dorsal motor nucleus of the vagus (DMX), and the area 

postrema (AP) (5, 6). Afferents from the autonomic system providing information 

about the visceral state project primarily to the NST and AP. Because the AP can 

also sense circulating humoral signals, it is considered a chemosensitive portien of 

the vagal complex (25). The NST and AP project to the parabrachial nucleus 

(PBN) , and the PBN and the NST provide visceral information to hypothalamic 
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nuclei iñvolved with the control of feeding behaviour (4), such as the PVN, DMH 

and LH, and to other areas of the forebrain. 

According to the model of FEO based on a distributed system, communication 

between the gastrointestinal system and the CNS is an essential element for food 

entrainment. A previous study by Davidson et al (12) reported that bilateral lesions 

of PBN resulted in a marked attenuation of the FAA in food entrained rats, but AP 

lesions did not alter its expression (11 ). All together these findings suggested that 

food-entrainment may rely mainly on neural peripheral signals and not on humoral 

signals entering through the AP. Thus, the transmission of visceral information to 

the brain vía brain stem nuclei could play an important role as entraining input 

elicited by feeding to the FEO. 

The present study was aimed to characterize the response of brain stem structures 

as input pathways in a food-entrainment protocol. This response was studied 

using c-Fos-IR as a marker of cellular activation {29) . We hypothesized that 

cellular activation after meal time would point out structures involved with the 

reception or modulation of input visceral signals elicited by feeding , sorne of them 

possibly playing a role as entraining signals to the FEO. lf this cellular activation is 

dependent of signals elicited by feeding, we would expect that this activation 

pattern would not be obseNed when interrupting this stimulus under total food 

deprivation. 
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MATERIALS ANO METHODS 

Subjects and Housing Conditions 

Adult male Wistar rats weighing 250-300 g were maintained in a 12:12-h light-dark 

cycle (LO, lights on at 0700 h), regulated temperature (22 ± 1ºC), free access to 

tap water and to regular laboratory rat diet (Rodent Laboratory Chow 5001 ), unless 

otherwise stated. Rats were acclimated to environmental conditions far at least 1 

week befare starting the experimental procedures. Animal handling was conducted 

according to the national guide far care and use of animal experirnentation 

(Decreto ley de protección a los animales del Distrito Federal, Gaceta Oficial del 

Distrito Federal, 26/02/02), which complies with the guiding principies for research 

of the American Physiological Society (30). 

Groups and Food Entrainment 

A first stage of the experiment explorad the c-Fos-IR in the brain stem during faod 

entrainment. Rats were randomly assigned to one of four feeding conditions for 3 

weeks and were housed in groups of the same condition in transparent acrylic 

cages (40 X 50 X 20 cm). The ad libitum group (AL; n = 36) had free access to 

food; this group allowed to observe the expected c-Fos-IR under regular feeding 

conditions in a LD cycle. The food restricted group (RF; n = 36) was maintained 

under a restricted feeding schedule with food available daily for 2 h, rneal time 

(1200 h) was defined as food-zeitgeber time O (F-ZTO). In arder to discard that 

observed effects could be due either to a 22 h food deprivation interval or due to 

the fasting-refeeding conditions, two additional control groups were included (each 

n=6). For a 22 h fasting control (22F) rats were maintained with free food access 

for 3 weeks, on the last day of the experirnent food was removed at 1400 h and 
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after 22 h of food deprivation, at F-ZTO rats were perfused. Other rats (22F-R) 

were left 22 h in fasting, refed for 2 h and were then perfused and processed at F

ZT2 for immunohistochemistry. 

The second stage of the experiment explored the persistence of the entrained c

Fos-1 R pattern in fasting. Rats were assigned to one of two groups: one group was 

food entrained for 3 weeks, as the RF group, then allowed free food access for 5 

days and left food deprived for 3 days (RF-AF). This procedure assessed the 

persistence of food-entrained rhythms for an 8 day interval. A fasting control group 

(Fast) was allowed free food access for three weeks and then was left food 

deprived for 3 days. 

On the last day of each feeding protocol rats were perfused and brains were 

obtained. Because it is estimated that the intracellular cascade of events to 

produce peak levels of expression of !he protein Fos takes around 45 min (29, 39). 

tissue was labelled and is presented according to the approximate corresponding 

time of the releasing stimulus. Brains were obtained for the time points 1000, 

1100, 1200, 1400, 1800 and 2000 h, sampling points are further defined according 

to meal time as F-ZT22, F-ZT23, F-ZTO, F-ZT2, F-ZT6 and F-ZT8, respectively 

(n=6 per group and time). The day of perfusion animals of the F-ZTO time point in 

the RF group remained unfed until anaesthetized and processed. 

Histology and lmmunohistochemistry. 

Rats were anaesthetized with an overdose of sodium pentobarbital (Sedal-Vet 65 

mg/ml), and were perfused transcardially, with approximately 250 mi of 0.9% saline 

followed by 250 mi of fixative PLP (4% paraformaldehyde, 1.4% Lysine, 0.2% 

Sodium m-periodate) in phosphate buffer saline (PBS, 0.1 M, pH 7.2). Brains were 
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removed, post fixed for 1 h in PLP and cryoprotected in 1 O, 20 and 30% sucrose 

for 24 h respectively. 

Brains were frozen and cut at -18ºC in horizontal sections of 40µm. Data 

corresponding to the hypothalamus of these same rats were already reported in a 

previous paper (2). Sections were serially collected in 4 sets, one set was stained 

with cresyl viole! acetate (Sigma Chemical Company) anda second set was 

processed for immunohistochemistry for c-Fos as follows: The sections were 

incubated for 72 h at 4ºC in primary antibody (rabbit anti-Fos; Santa Cruz 

Biotechnology. lnc.) diluted 1:2500 in PBS, 1% goat serum and 0.03% Triton X-100 

(PBSGT). Tissue was then incubated in biotinylated secondary antibody (goat anti

rabbit ; Vector Laboratories) 1 :200 in PBSGT for 2 h al room temperature, followed 

by incubation in avidin-biotin complex (0.9% avidin and 0.9% biotin solutions; 

Vector Laboratories) in PBSGT for 2 h at room temperature. Tissue was then 

reacted in diaminobenzidine (0.5 mg/ml, in Trizma buffer 7.2) with hydrogen 

peroxide (35µ1, 30%H202) . Between each step, tissue was rinsed three times, for 

1 O min in PBS. Tissue was mounted on gelatin-coated slides and label was 

intensified with osmium tetroxide O 1 % for 30 sec. (Baker Analyzed}, dehydrated 

with alcohol , cleared with xylene and cover slipped with Permount. 

Cell Count 

In arder to quantify c-Fos expression in brain stem nuclei , two representative 

sections were selected in accordance with the stereotaxic atlas from Paxinos and 

Watson (32). A first ventral section (lnteraural 1.90 mm) was selected to quantify c-
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Fos-IR in the NST, AP and DMX. A second section (lnteraural 2.66 mm) contained 

the PBN. For analysis, NST was divided in caudal, medial and rostral sections 

according to Ter Horst and Streefland (36). Also the PBN was divided in medial 

and lateral subregions for analysis (20). lmages of the corresponding cresyl violet 

sections were acquired in order to identify and define the sampling area for each 

nucleus. lmages of selected sections were obtained using a computerised image 

analysis system (Meta Vue series 4.5, Universal lmaging Corporation) attached to 

a Nikon light microscope (Nikon Eclipse E600). On the left side of each section a 

grid of 25 squares 40 x 40 µm was superimposed on the center of the selected 

structure and c-Fos-IR cells comprised in the area of the grid were counted ata 

1 OX magnification. To minimise the number of false positives, background optic 

density was established in a nearby region lacking c-Fos-IR, stained cells that 

reached or surpassed 3X the background optic density were considered positive 

and were included, whereas cells under this staining threshold were discarded. A 

single examiner, who was blinded to treatment conditions, performed all counts. 

Data Analysis 

The number of cells for each sampled area are expressed as cells/mm2
. Data were 

classified by groups and time and are represented as mean ± standard error of the 

mean (sem). Data between the AL and RF group, as well as data for RF-AF vs 

Fast, were compared with a two-way ANOVA for independent measures with a 

factor for group (2 levels) and a factor for time (6 levels). Values from the 22F and 

the 22F-R group, were compared with values of the RF group, at F-ZTO and at F-
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ZT2 respectively, using a one way ANOVA for independent measures. The two 

way ANOVA's were followed by a Tukey post hoc test with significant values set at 

p<0.01. Statistical analysis was performed with the program Statistica version 4.5 

(StatSoft, lnc. 1993). 

RESULTS 

Ali nuclei studied in the brain stem exhibited c-Fos-IR. The AL group exhibited 

constant counts in all time points and no evident oscillations. In the RF rats a 

significant increase of c-Fos-IR was observad in ali brain stem nuclei after feeding 

in F-ZT2 and F-ZT6 as can be observad for the NST ( Figure 1 ). The two way 

ANOVA indicated for ali nuclei a significant effect dueto the factor group, the factor 

time and their interaction ( Table 1 ). 

In the three regions of the NST (Figure 2) there was no difference in the number of 

c-Fos-IR cells at F-ZTO between RF group and the 22F group but after feeding at 

F-ZT2 there was a significant difference in the number of c-Fos-IR cells between 

RF and 22F-R (rostral F(1.s)=13.3; p<0.001; medial F(1,s)=100.9; p<0.001; caudal 

Fp ,sJ=22. 7;p<0.001 ). 

In the PBN , in both lateral and medial, RF rats showed an increase in c-Fos-IR at 

ZT2 and ZT6 as a response of feeding (Figure 3). There was no difference in the 

number of c-Fos-IR cells between F-ZTO of RF group and the 22F group, and after 

meal time at F-ZT2 both PBN regions in the RF group were different from the 22F

R group (medial , F(1,s)=35.8; p<0.001 ; lateral, F(1 ,e)=9.8;p<0.05). 
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In the AP and the DMX (Figure 4) the number of c-Fos-IR cells at F-ZTO and F

ZT2 in the RF group were not different from the 22F group and the 22F-R, 

respectively. 

c-Fos-IR in fasted rats 

The fasted groups exhibited low c-Fos-IR expression in ali nuclei compared to the 

AL and the RF groups perhaps due to the catabolic state caused by 3 days of 

fasting. The food-entrained pattern observed previously in the RF group did not 

persist in the RF-FA group. In addition this later group did not show a difference in 

c-Fos-1 R cells from the Fast group (Figures 28, 38,48). A NOVA indicated no effect 

dueto either factors group, time nor its interaction (table 2). 

DISCUSSION 

Present results show that during food-entrainment there is an increased c-Fos-IR 

after feeding (F-ZT2 and F-ZT6) in ali evaluated brain stem structures. This 

response was statistically different from the AL group for all nuclei. 8efore meal 

time none of the nuclei exhibited different values from the AL or 22F groups. Thus 

main effects were only expressed after feeding. In addition values in the NST and 

P8N at F-ZT2 were different from the expected response after a fasting-refeeding 

process (22F-R) . 8ecause the entrained pattern did not persist in fasting 

conditions, we assume that the c-Fos IR activation in ali these nuclei is promoted 

by signals elicited by feeding and/or digestion. These results are consistent with 
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previous data which reported increased c-Fos-IR in brain stem nuclei after a meal 

(14, 31) . 

The NST is the main afferent relay structure receiving visceral information from the 

periphery and transmitting it to the central nervous system. The caudal subregion 

receives, among others, afferents from the stomach, gut and the liver. Previous 

studies have reported increased c-Fos expression in NST dueto stomach 

distension produced by inflation of a gastric balloon (18) or by feeding (15). 

Therefore, we assume that the c-Fos-IR activation observed at F-ZT2 and at F

ZT6 is mainly due to the stomach distension consequent to feeding . In our study c

Fos-IR at F-ZT2 and at F-ZT6 in the RF group was different from that expected 

after a regular meal , as compared with the 22F-R group The observed cellular 

activation suggests that signals elicited in food-entrained rats were different and 

more intense than those produced by visceral activation after a regular meal. In a 

previous study we reported that RF rats develop an enhanced capacity of stomach 

distension that reaches up to 200% from the stomachs of AL animals after a 

regular mea!. Also, the stomach of RF rats exhibits a slow emptying rate that 

allows food absorbtion far a prolonged interval (24) . This adaptative process was 

also observed in young rabbits , which are nursed only once a day by their lactating 

dams (17) . This indicates a relevant role of the NST receiving specific signals 

elicited during food-entrainment that will be transmitted to the brain and possibly to 

food-entrained system. 

In the NST rostral region there was decrease of activity at F-ZT6. The rostral 

region of NST receives afferents from the glossopharyngeal, facial , vaga! and 

hypoglossal nerves, providing sensitive and motor information of the mouth and 
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tongue (5). Thus, in this region the decrease in c-Fos-IR at F-ZT6 in RF animals, 

may reflecta reduction of the oropharyngeal signals evoked by feeding behaviour. 

The c-Fos-IR in the AP increased after mealtime at F-ZT2 and F-ZT6 with a similar 

pattern as that observed in the NST, however, in this area the response at F-ZT2 in 

RF rats was not different from the expected response after a regular feeding 

episode as observed in the 22F-R group. This suggests that the signals arriving to 

the AP in RF rats are of similar nature as those elicited after a regular meal. The 

AP is an organ which lacks blood-brain barrier, and responds mainly to humoral 

signals from the periphery as cholecystokinin (CCK), but not to the mechanical 

distension of the stomach by a gastric balloon (18, 19). This strongly suggest that 

under RF humoral signals after feeding are similar to those elicited by a regular 

feeding event. A previous study did not find effects on food entrainment in rats with 

AP lesions (12), which points out the relevance of neural signals provided by 

other structures to entrain the FEO. 

In the PBN the c-Fos-IR in RF rats was different from the expected response after 

an 22h fasting-2h refeeding event. The PBN is a second order relay nucleus for 

neural projections from the NST and AP to the brain (4, 20). Thus the c-Fos-IR 

activation in RF rats was probably due to information of stomach distension and 

oropharyngeal signals from the NST. The pattern of c-Fos-IR was similar in both 

lateral and medial PBN regions, and both receive the same afferents from NST and 

AP (20). A previous study reported that bilateral ibotenic lesions of PBN produced 

a decrease in FAA onset and intensity. The authors concluded that because PBN 

is a relay structure from the periphery to the hypothalamus, and other regions of 

the brain, lesions were partially eliminating the incoming signal to entrain the FEO 
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(12). Our results indicate that under food-entrainment the PBN exhibits a different 

and enhanced response to a meal, and thus confirm that PBN may be a relevant 

structure for the food-entrainment pathway. 

The DMX is the main parasympathetic output to the periphery, it receives direct 

afferents from the paraventricular hypothalamic nucleus (7), which also exhibits 

increased c-Fos-IR in RF rats after meal-time (1 ,2,8). lnformation from the PVN 

and NST projects to the DMX (7, 33) and then to the digestiva system through the 

vagal nerve to produce responses for initiation of gastrointestinal motor and 

secretory events. The response in the digestiva tract prometes multiple neural and 

humoral feedback signals that contribute to the correct coordination of the events 

associated with digestion. In this study the response in the DMX in RF rats did not 

differ from the expected response befare and after a regular meal in the control 

22F and 22F-R groups. 

Our results indicate that brain stem nuclei involved in the transmission of digestive 

and oropharyngeal information to the brain are activated after meal time during a 

food-entrainment paradigm. They also indicate that under food-entrainment the 

NST and PBN exhibit a different increased c-Fos-IR response from that observed 

after a single fasting-refeeding event. This differential response may be due to 

modified adaptative adjustments of the stomach or of other digestive organs. We 

cannot discard the possibility that other signals associated with meal-time can also 

provide entraining signals for FEO. Previous studies have reported that 

corticosterone (3), adrenaline (37) and insulin (22) can entrain peripheral 

oscillators , and can produce FAA (26). Thus hormonal changes may also provide 

time cuesto central or peripheral oscillators. However, our data point out a re levant 
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activation in brain stem nuclei specially NST and PBN, in phase with meal time, 

which may be important elements to transmit specific signals involved with food

entrainment. 

According to our previous study and present data we can suggest that several 

hypothalamic nuclei are activated associated with the expression of FAA and may 

be part of the output or of the clock work of FEO, while brain stem nuclei are 

activated after meal time and may provide information about entraining signals to 

this oscillatory system. Further studies will have to elucidate whether other CNS 

areas may also contribute to promote food-entrainment. 
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FIGURES LEGENDS 

Figure 1. Mierophotograph illustrating e-Fas immunoreaetive eells far ali temporal 

points in representative seetions of the NST in food-entrained rats. sol: solitary 

traet; NST: nueleus of the solitary traet; 4V: fourth ventriele. Seale bar eorresponds 

to100µm. 

Figure 2. Number of e-Fas immunoreaetive eells in the three subdivitions of the 

NST (A) in food-entrained rats (RF; white eireles) in their ad libitum controls (AL; 

dark circles) and (8) in food-entrained - fasted rats (RF-AF; white rhombus) and in 

their fasting eontrols (Fast; dark rhombus). in A The 22 h fasted eontrols (22F) and 

the fasted-refed (22F-R) controls are represented as a white stripped overlaid bar 

at F-ZTO and F-ZT2, respectively. Horizontal bar on the abscissa represents 

mealtime in A and expeeted mealtime in B. * = p<0.05 indieates signifieant 

difference between AL and RF, + = p<0.05 indieates signifieant differenee 

between the eorresponding RF time point and the 22F or 22F-R eontrols. RF rats in 

the three subdivitions of the NST showed increase in the number of c-Fos-IR eells 

immediately after feeding at F-ZT2 and F-ZT6. In the three subdivitions of the NST 

the RF-AF and Fast group did not show oscillations in the number of e-Fos-IR 

cells. 
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Figure 3. Number of c-Fos immunoreactivity cells in the F-ZT2 and F-ZT6 RF rats 

showed an increase in c-Fos-IR cells in both regions of the PBN (lateral and 

medial). Cell counts of the RF were significantly different from the AL group. 

*p<0.01. In RF group the number of c-Fos-IR in F-ZT2 in both regions of the PBN 

was different from the 22F-R group (+ p<0.001 ). The pattern of c-Fos-IR cells did 

not oscillate in RF-AF nor in the Fast group. Other indications as in Fig.2 

Figure 4. In the AP and DMX an increase of c-Fos-IR cells was observed in the RF 

group. The number of cells was different from the AL group (*p<0.001 ), but the 

number of c-Fos-IR cells of the RF group was not different from 22F nor from the 

22R-F, indicating that the observed activity corresponded to the expected response 

in a 22 h fasting and 22 h fasting-refeeding condition. In fasting the c-Fos-IR cells 

were not different between groups. Other indications as in Fig.2 
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Table 1. Statistical values obtained with the two way ANOVA for independent 
measures, far the group entrained to feeding schedules and its ad libitum controls 
and the 6 temporal points. 

NUCLEUS GROUP TIME GxT 

F(1,60J p< F(S,60) p< F(S,60) p< 

NST 

Rostral 23 .2 .001 7.84 .001 6.79 .001 

Medial 157.3 .001 67.2 .001 78 .8 .001 

Caudal 73.4 .001 27.3 .001 31.2 .001 

PBN 
Lateral 27.6 .001 19.4 .001 21.3 .001 

Medial 7.81 NS 15.4 .001 28 .8 .001 

AP 17 .7 .001 9 26 .001 6.5 1 .001 

DMX 20.9 .001 13.9 .001 14.2 .001 
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Table 2. Statistical values obtained with the two way ANOVA for independent 
measures, for the refeeding- fasting group and its fasted controls. 

NUCLEUS GROUP TIME GxT 

F(1,s4¡ p< F(s,54J p< F (S,54) p< 

NST 1.02 NS 2.63 NS 3.34 NS 

Rostral 

Medial 0.27 NS 0.37 NS 1.85 NS 

Caudal 0.12 NS 1.88 NS 1.69 NS 

PBN 

Lateral 2.00 NS 0.50 NS 0.99 NS 

Medial 5.81 NS 1.36 NS 1.27 NS 

AP 12.5 NS 3.80 NS 0.90 NS 

DMX 23.4 .01 3.37 NS 0.51 NS 
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