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RESUMEN

Todos los organismos presentan fluctuaciones diarias conductuales y fisiologicas
asociadas a la alternancia luz-oscuridad y reguladas por un sistema circadiano multi-
oscilatorio. El nucleo supraquiasmatico (NSQ) es el oscilador principal dentro de este
sistema, cuya funcion es dar un orden temporal y mantener acoplados a los osciladores
periféricos. Estas oscilaciones circadianas son controladas por "genes de reloj" tales
como el gen Periodo (Per). En individuos que laboran en horarios nocturnos, rotatorios
se observan alteraciones en los ritmos circadianos, generadas por un desacoplamiento de
osciladores con el NSQ, conocido como desincronizaciéon interna, que predispone al
organismo a una serie de enfermedades.

En este trabajo se caracterizaron en un modelo de horarios nocturnos de trabajo en ratas,
los mecanismos involucrados en la desincronizacién interna. Para ello, las ratas se
colocaron en un sistema de registro conductual por 15 dias como linea base,
posteriormente se colocaron en ruedas de actividad forzada, obligandolas a mantenerse
despiertas y moverse (trabajar) en su fase de reposo durante 8 horas diarias de lunes a
viernes por 4 semanas. Después de cada sesion de trabajo forzado se regresaron a sus
cajas habitacion en el sistema de registro. Los resultados del analisis conductual de
actividad locomotora, consumo de alimento y agua muestran que las ratas sometidas a
horarios nocturnos de trabajo tienen un decremento de la actividad nocturna al comparar
los dias basales con los dias de trabajo forzado. Ademas las ratas muestran una
actividad arritmica durante los fines de semana. El registro del consumo de alimento,
mostrd cambios en sus hdbitos alimenticios; alimentdndose ahora en el dia (mientras
trabajan). Por otro lado los resultados muestran una pérdida del ritmo de glucosa
plasmatica y los triacilglicéridos se mostraron en antifase con respecto a las ratas
control con el pico asociado a las horas de alimentacion durante el trabajo. En contraste
los niveles de corticosterona no se modificaron. Con respecto a los genes reloj, el ritmo
de expresion de Perl y Per 2 en el NSQ no se modifico.

Para determinar el origen de la desincronizacion observada en los ritmos metabolicos y
conductuales, analizamos si algunos de los nucleos hipotalamicos implicados en el
metabolismo, como el nucleo dorsomedial hipotalamico (DMH), paraventricular del
hipotdlamo (PVN), El nucleo arqueado (ARQ), paraventricular del tdlamo (PVT) y en
mantener la vigilia como el nticleo hipotalamico lateral (HL) y area perifornical (PeF)
estan alterados por la actividad forzada durante la fase de descanso, promoviendo la
desincronizacion interna desde un nivel central. Para esto, caracterizamos los ritmos
diurnos de la inmunoreactividad de c-Fos como marcador de actividad neuronal y de la
proteina PER1 como marcador de ritmicidad. Observando un cambio de fase en la
actividad y en el ritmo de la mayoria de los ntcleos hipotalamicos estudiados, asociados
ahora a la actividad durante la etapa de descanso.

Para demostrar el efecto del nuevo horario de alimentacion sobre la modificacion de los
ritmos metabdlicos y conductuales formamos grupos de trabajadores con restriccion al
acceso de comida; uno ad libitum (T-AL), otro s6lo de dia (T-CD) y s6lo de noche (T-
CN). Para descartar la influencia de la actividad apareada al alimento se registraron
otros tres grupos sin trabajar, uno que come ad libitum (C-AL), otro que come sélo de
dia (C-CD) y otro en su fase de oscuridad (C-CN). De los grupos forzados a trabajar, las
ratas T-AL y T-CD mostraron un decremento de actividad nocturna y una actividad
arritmica durante los fines de semana, similar al reportado previamente para el



trabajador nocturno, ademas el ritmo de temperatura y algunas variables metabolicas
mostraron cambios de fase hacia la fase de luz, mientras se alimentan. Por el contrario,
las ratas T-CN no presentaron alteraciones en sus ritmos metabolicos ni conductuales y
mostraron patrones ritmicos similares a las ratas control. En los grupos que no
trabajaron y que se manipuld la hora de comida C-AL, y C-CN no se observaron
alteraciones metabolicas y conductuales, sin embargo las ratas C-CD no mostraron
alteraciones conductuales pero si una antifase en el ritmo de TAG, similar a las T-CD y
T-AL. Lo que apoya nuestra hipotesis de que el alimento durante el trabajo nocturno
puede ser la causa de la desincronizacion interna y que la regulacion de los horarios de
alimentacion puede ser una buena estrategia para normalizar la desincronizacién
causada por el trabajo nocturno.



ABSTRACT

All the organism present behavioural and physiological daily rhythms associates to the
alternation light-darkness and regular by a multi-oscillatory circadian system. The
suprachiasmatic nucleus (SCN) is the main oscillator inside this system, whose function
is to give a temporary order and to maintain adapted to the peripheral oscillators. These
circadian oscillations are controlled for “clock genes” such as gene Period (Per). In
people that work in nocturnal o rotating schedules, are observed alterations in the
circadian rhythms, generated by a uncoupling of oscillators with the SCN, known like
internal desynchronization, that predispose to the organism to a series of illnesses.

In this work were characterized in a model of night work in rats, the mechanisms
involved in the internal desynchronization. For it, the rats were required to be active in
a rotating wheel for 8 h daily during their sleeping phase. After 8 h in the drums rats
were returned to their home cages and remained undisturbed until next day. This
procedure was carried out for 4-5 weeks from Monday to Friday. The results of the
locomotor activity, food and water ingestion showed that the rats submitted to night
work have a decrement of nocturnal activity in comparison with the control and your
base line. Besides the rats show arrhythmicity during the weekends.

On the other hand, the forced activity during the sleeping phase (W-SP) alters not only
activity, but also the temporal pattern of food intake. In consequence W-SP rats showed
a loss of glucose rhythmicity and a reversed rhythm of triacylglycerols, associated peak
to the hours of diet during the work. In contrast the rhythm of corticosterone was not
modified. But exhibited showed increase of plasma corticosterone associated with the
start of the working session. With regard to the clock genes, the rhythm of expression of
Perl and Per 2 in the SCN was not modified.

To determine the origin of the internal desynchronization observed in the metabolic and
behavioural rhythms, we analyze in hypothalamic nuclei implied in the metabolism, like
the dorsomedial nucleus (DMH), paraventricular nucleus (PVN), arcuate nucleus
(ARQ), paraventricular nucleus of thalamus (PVT) and in maintain the wakefulness as
the lateral hypothalamic nucleus (HL) and perifornical area (PeF) they are altered by the
forced activity during the rest phase, promoting the internal desynchronization a central
level. For this, we characterize the diurnal rhythms of the inmunoreactivity of c-Fos as
scoreboard of activity neuronal and of the PER1 protein like scoreboard of rhythmicity.

A change of phase was observed in the c-Fos expression and the thythm of PER 1 in the
majority of the hypothalamic nuclei, associates now to the activity during the rest phase.

To show the effect of the new schedule of diet in the modification of the behavioural
and metabolic thythms, we form groups of workers with restriction to food; one ad
libitum (T-AL), another food only during the day (T-CD) and only at night (T-CN). To
rule out the influence of the activity coupled to the food other three groups were
registered without work, one with food ad libitum (C-AL), another with food only
during the day (C-CD) and another in the night (C-CN). Of the groups forced to work,
the T-AL and T-CD showed a diminution of nocturnal activity and arrhythmicity during
the weekends, similar to reporting previously for the nocturnal worker, besides the
rhythm of temperature and some metabolic variables showed phase changes toward the
light phase, while they are fed. On the contrary, the rats T-CN did not present
alterations in their behavioural and metabolic rhythms and they showed similar



rhythmic to the control rats. In the groups that did not work and the hour of food was
manipulated C-AL, and C-CN not metabolic and behavioural alterations were observed,
nevertheless the rats C-CD did not show behavioural alterations but yes an antiphase in
the TAG rhythm, similar to the T-CD and T-AL. What supports our hypothesis that the
food during the nocturnal work may be is the cause of the internal desynchronization
and the regulation of the food schedules may be a good strategy to normalize the
desynchronization caused by the nightwork.



ABREVIATURAS

3V: Tercer ventriculo

AL: ad libitymi

ANOVA: Anidlisis de Varianza,

ARQ: Nicleo Arqueado

C-AL: Control con alimento ad fibitim
C-CD: Control con comida sélo de dia
C-CB-I: Conitrel con comida sélo de Noche
DMH: Hipotilamo dorsomedial

FOS-IR: Inmunoreactivas a Fos.

HL: Hipotilamo lateral

LO: Ciclo luz/oscuridad

NSQ: Nicleo Supraquiasmatico

PeF: Nicleo perifornical

FPERI: Proteina del Genc periodo 1

PER 2: Proteina del Genc periodo 2

PVN: Nikcleo Paraventricular del hipotalamo
PVT: Nicleo Paraventricular del tilamo

SNC: Sistema nervioso central

T-AL: Trabajo en su fase de descanso con alintento ad libition
T-CD: Trabajo en su fase de descanso con alimento sélo de dia
T-CN: Trabajo en su fase de descanso con alimento sélo de no;:he
TAG: Triacilglicéridos

TFD: Trzbajo en su fase de descanso |

* TFA: Trabajo en su fase de actividad
YMH: Hipotdlamo Ventromedial
ZT: Zeitgeber time
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INTRODUCCION

LOS RITMOS BIOLOGICOS: UN POCO DE HISTORIA

Los médicos y filésofos de la Grecia antigua ya observaban cambios regulares en las
funciones del organismo, fendmeno que ahora conocemos como “ritmos bioldgicos™.
Hipocrates aconsejaba a los interesados en la medicina “investigar las estaciones del afio
y lo que ocurre en ellas”. Como consejo practico, sugeria “administrar las purgas de
arriba hacia abajo en el verano y de abajo hacia arriba en el invierno”. Unos cuantos
siglos mas tarde, la expedicion de Alejandro Magno llevo consigo numerosas plantas y
animales exoticos y Andréstenes, uno de los cronistas de la expedicion, relatdé que las
hojas y pétalos de la planta del tamarindo se movian a lo largo del dia, como “saludando
al sol”. Es curioso que la historia de las observaciones de los ritmos bioldgicos se inicid
en plantas. El naturista Karl Linné fue el creador del sistema de taxonomia de plantas
publicado en 1735, y realizd una de las primeras aplicaciones practicas de los ritmos
bioldgicos, basdndose en la regularidad de la apertura y cierre de los pétalos de diversas
flores y en 1745 cre6 un mapa de flores para un reloj de jardin. Cada especie de flor
seleccionada se abria o cerraba a una hora determinada, desde las seis de la mafiana
hasta la seis de la tarde, de manera que al comprobar qué especie floral tenia los pétalos
abiertos o cerrados se podia saber la hora (Fig.1). (Golombeck D, 2007).

El primer experimento cronobioldégico conocido fue en 1729 por el astronomo francés
Jacques d’Ortous DeMairan, el notd6 que una planta sensitiva de su jardin (Mimosa
pudica) abria sus hojas durante el dia y las cerraba durante la noche. Encerr6 la planta
en un armario oscuro y. para su sorpresa la planta continud abriendo y cerrando sus
hojas con el mismo ciclo que mostraba en su exterior. (Fig.2). Por primera vez se
demostrd que los ritmos circadianos eran capaces de mantenerse aun en ausencia de
sefales temporales del ambiente. (Gruart A. 2001)

Poco a poco hemos entendido que los cambios ciclicos del ambiente influyen sobre
nuestra fisiologia. Las observaciones de los ritmos bioldgicos se han extendido de las
plantas a los animales y al ser humano, de tal manera que en el conocimiento de la
medicina tradicional se incorpor6 la aplicacién de algunas hierbas por la noche y no en

el dia, en luna llena pero no otras noches (Gruart A 2002 y Golombeck D. 2001 ).



Figura.l. El reloj floral de Linneo. Con este reloj se puede saber la hora (entre las 6 AM y
las 6 PM) de acuerdo a qué flores estan abiertas o cerradas en el campo.

La cronobiologia es la disciplina que estudia los ritmos biologicos y se ha desarrollado
desde hace ya més de 2 siglos. En un principio se penso que las variaciones ciclicas de
los organismos dependian solamente de los cambios ciclicos del medio ambiente. Es
decir, eran una simple respuesta y por lo tanto, se pensaba que los ritmos tenian
unicamente un origen exogeno.

Sin embargo, desde el siglo XVIII De Marian, demostré que los cambios o variaciones
ritmicas de algunas plantas y flores se mantenian ain en ambientes de oscuridad
continua, es decir sin sefiales externas que indiquen el paso del tiempo (Fig.2). Con
estas observaciones se propuso que los ritmos bioldgicos no dependen solo de sefiales
externas, sino que tienen un origen endogeno y que pueden responder a sefiales

ambientales (Pittendrigh. 1981).



Figura 2. El experimento de DeMairan, que demostro por primera vez la existencia de
ritmos circadianos endégenos. Al tener una planta de Mimosa pudica expuesta a un ciclo
de luz y oscuridad, las hojas se mueven siguiendo al sol. Sin embargo al eliminar la
influencia de la luz solar colocando la planta en oscuridad constante, las hojas contintian
moviéndose. (Modificado de Moore Ede y col.. 1972).

A principios de 1900 se desarrollo el concepto de memoria temporal. Se pensaba que
los organismos poseian un mecanismo para generar cierta organizacion temporal en sus
procesos. Posteriormente, Aschoff (1965) con base en resultados de sus experimentos
eliminaron la idea de una memoria temporal demostrando la capacidad enddgena que
los organismos tienen para medir el tiempo, y por lo tanto la necesidad de un sistema de

medicion temporal, “el reloj biologico”.
.QUE ES UN RITMO BIOLOGICO?

Existe una gran cantidad de estimulos en el medio ambiente que pueden afectar al
organismo. Entre ellos, el ciclo luz-oscuridad (la alternancia dia-noche), el cual esta
determinado por el movimiento de rotacion de la Tierra (Fig.3) y genera oscilaciones
diarias de temperatura, de presion atmosférica, y de humedad. En consecuencia la

organizacion temporal es una caracteristica fundamental adaptativa de los organismos



(Pittendring. 1993), que se manifiesta a través de cambios ciclicos en los eventos
fisioldgicos y conductuales

Jiirgen Aschoff (1981) define un ritmo bioldgico como la recurrencia de un fendmeno
biologico en intervalos regulares de tiempo. Los ritmos bioldgicos tienen un caracter
hereditario, es decir, su expresion estd genéticamente determinada (Gruart A. y col.
2002). Todos los animales, las plantas, y probablemente todos los organismos muestran
variaciones ritmicas en su fisiologia (tasa metabolica, produccion de calor, floracion, etc
) que suelen asociarse con los ciclos ambientales (Fig.3).

Los ritmos biologicos capacitan a los organismos para estimar el paso del tiempo,
para anticiparse y prepararse a demandas que surgen de los cambios ambientales
ciclicos relevantes para su supervivencia. De esta manera permiten mostrar niveles
maximos de una variable fisioldgica cuando las condiciones en el medio ambiente
requieren una respuesta aumentada. En todos los taxa de los organismos eucariontes asi
como algunos procariontes y hongos se han documentado diferentes ritmos bioldgicos
con periodos que van desde fracciones de segundo hasta afios. Los organismos
unicelulares también exhiben ritmos en la velocidad de fotosintesis, metabolismo

oxidativo, fototaxis, por mencionar algunos (Dunlap J. y col. 2004).

DIA NOCHE

Figura 3. En A. Representacion esquematica del movimiento de rotaciéon y translacién de
la tierra; evento que genera los cambios diarios del dia/noche y las estaciones del afio
respectivamente. En B. Ejemplo de un cambio conformacional de una planta, relacionado con el
estimulo fotico que recibe en el dia. Este cambio le ayuda a la planta por ejemplo a aprovechar
la luz solar del dia o a protegerse del frid nocturno.

En 1981 se clasifico a los ritmos bioldgicos en tres grupos de acuerdo con la frecuencia
de su oscilacion. Los ritmos ultradianos, son ritmos de alta frecuencia y se presentan
mas de una vez en un dia, los ritmos circadianos, que tienen una frecuencia cercana a las

24 horas y los ritmos infradianos que son de baja frecuencia, es decir se presentan



menos

de una vez en 24 hrs (Gruart A. y col. 2002). Algunos ejemplos de ritmos

clasificados con este criterio se ven en la Tabla 1.

Los ritmos bioldgicos mas estudiados y mas frecuentes en los organismos vivos

son los ritmos circadianos, que se ajustan a las variaciones ciclicas del dia y la

noche.

TABLA 1. Periodo de los ritmos biologicos clasificados de acuerdo a su frecuencia.

Tipo de ritmo Periodo Ejemplo
Ultradiano 0.1 seg Electroencefalograma
| seg Ritmo cardiaco
6 seg Ritmo respiratorio
60 min Secreciones hormonales
90 min Alternancia de estados de
suefio
Circadiano 24 h Actividad- reposo
Temperatura corporal
Infradiano 28 dias Ciclo menstrual
365 dias Hibernacion

(COMO SE ESTUDIAN LOS RITMOS?

Para evaluar los ritmos biologicos, se consideran una serie de variables como el

periodo, la frecuencia, la amplitud, el mesor, la fase y la relacién o dngulos de fase

(Fig.4).

¢ El periodo de un ritmo bioldgico se refiere al tiempo necesario para que se
repita un mismo fendémeno y es generado por el reloj biologico.

¢ La frecuencia es el numero 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 maximo y
el valor minimo de un parametro fluctuante.

El mesor es el promedio de todos los valores observados de un ciclo en estudio,
esto es importante en la normalizacion de los datos convirtiéndolos en porcentaje
de variacion en relacion con el valor promedio.

La fase ser refiere al momento (hora, dia 0 mes) en que ocurre un hecho

caracteristico dentro del ciclo, es un punto en el periodo del ritmo o el valor del



fenomeno en cada instante del ciclo. Al evento caracteristico seleccionado para
estimar la fase le llamamos marcador de fase.

® La acrofase: indica para un ritmo circadiano, el momento del dia en el que la
variable presenta su valor maximo.

® Relacion o dangulo de fase se refiere a la comparacion de dos ritmos distintos,

bioldgicos o uno biolégico y uno ambiental.

PERICDO

"

ACROFASE

¥
-

RELACION DE FASE

AMPLITUD

0

WALLE O MADIR

MEDIA o MESOR

TIEMPO

Figura 4. Representacion grafica de los parametros caracteristicos de un ritmo. A la
izquierda, se utiliza el ajuste de una serie temporal a una funcion sinusoidal (cosinor). A la
derecha se representa la comparacion de dos ritmos distintos por sus acrofases.

RITMOS CIRCADIANOS

A pesar de que existen una serie de fluctuaciones ambientales con diferentes
periodicidades, es evidente que los cambios geofisicos que suceden cada 24 hrs.
asociados a la alternancia de dia-noche tienen gran influencia sobre los procesos
bioldgicos (Moore-Ede y col. 1982).

Los ritmos circadianos tanto conductuales como fisiologicos, aunque son
influenciados por el ambiente, se manifiestan de manera enddgena gracias a la
existencia de sistemas internos de medicion temporal o relojes bioldgicos. Estos tienen
la caracteristica fundamental de generar oscilaciones cercanas a 24 hrs. (circa=cercano;

diano=dia).
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Figura 5. Esquema representativo de diferentes variables metabdlicas en humanos.
Los circulos representan las acrofases de cada una de las variables. El recuadro blanco y negro
representa al dia y la noche respectivamente.

La expresion de tales ritmos continia ain cuando los organismos estén
temporalmente aislados de informacién periodica del medio, fendmeno conocido como
oscilacidon espontanea, siendo una clara evidencia de un proceso autonomo de medicion
de tiempo circadiano. En seres humanos el ciclo suefio-vigilia es un ritmo circadiano ,
junto con el cual se ven acompanados una serie de cambios fisioldgicos también con
caracteristicas circadianas, como por ejemplo oscilaciones de la temperatura corporal, la
cual disminuye durante la noche junto con un incremento en la liberacioén de la hormona
melatonina (Weitzman E. 1976). También se han descrito ritmos de la liberacion de
hormona luteinizante, de los niveles de cortisol plasmatico, de leptina, de la hormona de
crecimiento, de insulina y glucosa por mencionar algunos (Fig.5). (La Fleur y col 1999;
Buijs y col 2001; Buijs y Kalsbeek, 2001; Van Cauter y cols. 1992, Kalsbeek y col
2001; Perreau-Lenz y cols 2004).

En los mamiferos, incluido el hombre, hasta la fecha se ha podido identificar que una
serie de estructuras en el sistema nervioso central (SNC), asi como 6rganos en la

periferia tienen la capacidad de oscilar tanto a nivel central como periférico y que estos



osciladores periféricos se encuentran organizados de una manera jerarquica, en donde
un reloj central mantiene el control de todos los demas osciladores circadianos con el fin
de proveer un control ritmico de todas las funciones del organismo (Reppert y Weaver,
2002). El control ritmico de todos estos osciladores depende del reloj circadiano central:

el nacleo supraquiasmatico (Fig.6).

Figura 6. Sistema circadiano en mamiferos. Constituido por el reloj central, capaz de
generar un tiempo circadiano auténomo en su actividad y recibir informacion ambiental de
tiempo, promueve y mantiene la ritmicidad circadiana sobre una serie de osciladores
periféricos para la expresion de los ritmos tanto conductuales como fisiologicos del
organismo.

EL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO: RELOJ CIRCADIANO MAESTRO.

Se considera reloj bioldgico al sistema que tiene la capacidad de generar una
organizacion temporal ritmica en el organismo asi como de imponer un periodo y una
fase a los procesos internos. En la actualidad se conoce muy bien que el nucleo
supraquiasmatico  (NSQ) del hipotalamo, es el principal reloj
bioldgico/circadiano en los mamiferos el cual genera y transmite su ritmicidad a
otras zonas del cerebro y de ahi al resto del organismo.

El NSQ se encuentra en la parte anterior ventral del hipotdlamo inmediatamente arriba
del quiasma optico. Este se compone de aproximadamente 15,000 neuronas de las
cuales, la mayoria generan y mantienen oscilaciones circadianas autosostenidas
en su actividad eléctrica (Welsh D, y col.1995), en la captura de glucosa (Schwartz W.
y col. 1987) y en la expresion de genes (Yamaguchi S, y col. 2003), caracteristicas que

lo definen como reloj. Por lo tanto el NSQ es el responsable de la generacion de la



mayoria (si no es que de todos) de los ritmos bioquimicos, fisioldégicos y conductuales
en los mamiferos.

La funcién del NSQ como un reloj bioldgico se demostré cuando Moore y Eichler
(1972) realizaron la destruccion de esta estructura y observaron que el ritmo de
corticosterona se perdia. Simultineamente Stephan y Zucker (1972) descubrieron que
lesiones del NSQ eliminaban la ritmicidad circadiana de actividad locomotora y de

ingestion de agua (Fig.7).
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Figura 7. Actograma de doble representacion de actividad locomotora de un hamster. En
la mitad superior del actograma se muestra la organizacion temporal de la conducta con un
periodo de 24 horas. La flecha indica el momento de la lesion del NSQ. Después de la lesion del
NSQ, la organizacion conductual se vuelve totalmente arritmica, distribuyendo su conducta de
manera azarosa sin ninguna organizacion temporal. (Tomada de Moore, 1998).

Otra manipulacion experimental que ha demostrado la capacidad del NSQ como
reloj bioldgico circadiano, es que los animales con lesion del NSQ muestran una
actividad locomotora arritmica y cuando se realiza un transplante de tejido fetal
hipotalamico con neuronas del NSQ, se observa una recuperacion de su ritmo en la

conducta locomotora (Fig.8) (Aguilar-Roblero y col. 1986).
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Figura 8. Actograma de doble representacion de la actividad locomotora de un Hamster.
En la parte superior del actograma se observa la actividad arritmica producto de una lesion del
NSQ. La flecha indica el momento en que se implanto tejido fetal del hipotdlamo anterior.
Observandose la recuperacion de la actividad locomotora en forma ritmica y con un periodo
estable.(Tomada de Aguilar-Roblero y col.., 1994)

ORGANIZACION MOLECULAR DEL RELOJ CIRCADIANO.

Ya sabemos que el NSQ genera y transmite su ritmicidad a otras zonas del cerebro
y de ahi al resto del organismo. Pero, ;como puede cada célula del NSQ mantener
oscilaciones de manera autonoma? La identificacidon de genes especificos dentro
del nucleo de cada célula ha dado la respuesta.

La investigacion se inici6 en la mosca de la fruta y condujo al descubrimiento del gen
periodo (Per) lo cual ha sido muy fructifero y 30 afios después nos ha colocado
enfrente de los engranes moleculares del reloj, no solo de las moscas, sino de todos los
organismos vivos.

Las investigaciones han abarcado ya toda la escala filogenética; se han identificado
genes circadianos en bacterias, algas, hongos, plantas y animales, incluyendo a nuestra
especie (Dunlap J 1999). Para que un gen entre en esta categoria, su RNA mensajero y/o

las proteinas que produce dicho RNA no deben expresarse de una manera homogénea a



lo largo del tiempo, sino que durante ciertas horas deben presentar una maxima
expresion y a otras horas no se deben detectar. Esto quiere decir que su produccion
sigue un ciclo de aproximadamente 24 horas alternando periodos de expresion con
periodos de quiescencia.

Finalmente entre 1998-1999 con base en el conocimiento de los genes circadianos de la
Drosophila se propuso un modelo general de funcionamiento de reloj bioldgico a nivel
molecular.

Este modelo establece que el reloj consiste en un grupo de genes “A” que expresan su
RNAm y proteinas, las cudles sucesivamente estimulan la activacion de otros genes,
“B”, y otras proteinas las cuales a su vez inhiben la expresion de los genes que les
dieron origen, Osea los “A”. Podriamos decir que el modelo tiene dos elementos
positivos “A” y dos negativos “B”. Los elementos positivos son los genes Clock y
Bmall y los negativos son periodo y Cryptocrome (cry). Las proteinas de estos dos
ultimos, denominadas respectivamente PERIODO y CRYPTOCROME entran al ntcleo
de la célula e inhiben la expresion de Clock y Bmall. Eventualmente las proteinas PER
y CRY se degradan y dejan de ejercer su accion represora sobre los genes positivos, lo
que posibilita que estos vuelvan a expresarse. Este proceso demora aproximadamente 24
horas, esto es, genera un ciclo circadiano (Fig.9). De manera general el modelo consiste
de un asa de retroalimentacion negativa de transcripcion-traduccion autorregulatoria.
Por lo tanto se trata de un feed-back autorregulatorio negativo en donde la expresion de
algo producira su misma represion tiempo después.

Este modelo es el esquema general de funcionamiento en todas las especies que hasta
ahora se han estudiado, de acuerdo a las especies cambian los nombres de los genes y de
sus proteinas, pero el mecanismo de feed-back negativo se mantiene a través de la

escala filogenética.

El estudio del reloj biolodgico a nivel molecular nos ayuda a profundizar mas en su
funcionamiento, ademds de trazarnos el circuito que es la base de la funcién bioldgica
del ritmo. Se espera que el conocimiento de los genes reloj, nos sea util para combatir
los trastornos de suefio, depresion, obesidad, causados cuando el reloj no trabaja bien o

se modifica por actividades de la vida moderna como el Jet lag o el trabajo nocturno.
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Figura 9. Circuitos del control de tiempo circadiano. El reloj bioldgico consiste de circuitos de
retroalimentacion negativa que pueden ser sincronizados por sefiales ambientales a través de vias de
entrada produciendo otros ritmos a través de vias de salida. La regulacion circadiana de la expresion
de genes controlados por reloj (GCR) a través de las sefiales de salida desempefian un papel
importante en la generacion de los ritmos.

LA SINCRONIZACION

Para que un ritmo biologico tenga relevancia adaptativa debe presentarse en
concordancia con los ciclos ambientales. No es suficiente que en el organismo existan
oscilaciones, se requiere que estas oscilaciones modifiquen sus funciones o conducta de
acuerdo a las fluctuaciones externas. Para ello se requiere la sincronizacion del reloj

biologico con las sefiales externas.



Una oscilacion circadiana puede ser sincronizada por una sefial periodica externa,
ciclica, predecible, ajustando el periodo y fase del ritmo enddgeno, un ejemplo es la
alternancia de luz/oscuridad generada por el movimiento de rotacion de la Tierra.

El fenomeno de sincronizacion requiere que el sistema (el reloj o sus osciladores)
adopte una relacion de fase especifica con el sincronizador, para lo que es necesaria la
sensibilizacion de los osciladores enddgenos a sefiales ambientales especificas y la
habituacion a otras. Para que el oscilador sea sensible, estas sefiales de tiempo deben de
ser periddicas y predecibles para el organismo, lo cual provoca un ajuste del periodo del
sistema circadiano al de la sefial externa, llamada Zeitgeber (dador de tiempo) o
sincronizador (Pittendrigh, 1981).

En ausencia de una sefial de sincronizacidon, que resulta de condiciones de oscuridad
constante el ritmo de actividad locomotora de la rata oscila con un periodo poco mayor
de 24 horas, que al imponer un ciclo externo de alternancia luz/oscuridad de 12/12 horas
le impondra un periodo de 24 horas sincronizando la fase de inicio de la actividad

locomotora (Fig.10).

La sincronizacion se distingue de otros fendémenos como el aprendizaje porque los
sincronizadores actian en ausencia de otras sefiales externas que le indique al
organismo la llegada del sincronizador, se sigue presentando la actividad ciclica
endogena aun en ausencia del estimulo y presenta limites determinados de
sincronizacion (Moore, Sulzman y Fuller, 1982; citado en Sheltleworth, 1998). Esto
significa que, un reloj que oscila con ritmos cercanos a 24 horas solamente puede

sincronizarse a ciclos con un periodo parecido.



Figura 10. Diagrama que muestra el fenémeno de la sincronizacion. A la izquierda se
muestran 3 oscilaciones con periodos distintos (T,), las cuales se exponen a un sincronizador
con un periodo de 24 hrs. (T,), representado en la Fig.derecha. Al sincronizarse todas
comienzan a oscilar con un periodo de 24 hrs. y cada uno con relacion de fase (y,,) distinta
hacia el sincronizador (modificada de Pittendrigh, 1981).

SINCRONIZACION FOTICA Y NO FOTICA.

Otra de las caracteristicas determinantes de los osciladores circadianos, a parte de la
primordial que es presentar oscilaciones circadianas autosostenidas, es la de ser
sincronizados por estimulos externos, lo cual permite al organismo estar en fase con las
variaciones medioambientales a las cuales estan expuestos. El NSQ se encuentra

estratégicamente posicionado por arriba del quiasma Optico para recibir informacion



luminosa del exterior a través de vias tanto directas como indirectas de la retina. Por tal
motivo, el principal sincronizador (o sefial ambiental) para el NSQ es el ciclo luz-
oscuridad (Aschoff 1965). La sincronizacion a la luz se lleva a cabo por un ajuste de la
fase y periodo del reloj, y depende del momento del ciclo del dia en el cual la luz es

percibida por la retina.

La exposicion a la luz durante la noche circadiana incrementa la tasa de disparo de las
neuronas del NSQ, asi como la expresion de genes reloj (Aschoff, 1981). A nivel
conductual, la exposicion a la luz genera un cambio de fase (un desplazamiento de una
oscilacion a lo largo del tiempo) en la actividad del animal, el cual puede ser un atraso
(el animal inicia més tarde de lo esperado) o un adelanto (el animal inicia mas
temprano) dependiendo de si la luz se aplico al inicio o al final de la noche circadiana

respectivamente (Meijer, 2001;).

Directamente, el NSQ recibe informacion nerviosa proveniente de las células
ganglionares de la retina a través del tracto retino-hipotalamico. La informacion
luminosa estimula fotorreceptores de la retina los cuales liberan glutamato como
principal neurotransmisor, éste a su vez activa receptores NMDA y no NMDA en el
NSQ, lo cual lleva a una serie de eventos intracelulares (calcio/calmodulina, MAP
cinasas) mediados por la liberacion de calcio intracelular que llevan a la fosforilacion de
la proteina de adhesion a un elemento responsivo a AMP ciclico (¢cAMP), lo cual a su
vez promueve la expresion nuclear de genes como c-fos y per a través de la adhesion a
un elemento responsivo de cAMP localizado en los promotores de dichos genes (Repper

y Weber, 2001, Cermakian y Sassone Corsi, 2002). (Fig.11)
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Figura 11. La estimulacion luminosa activa células ganglionares de la retina las cuales a su vez
liberan glutamato en la terminal sinaptica del tracto retino hipotalamico (TRH) estimulado
receptores de dicho neurotransmisor (NMDA) en las neuronas del NSQ. Esto promueve un
incremento en las concentraciones de calcio intracelular (Ca2+) y una activacion de cascadas de
ciertas moléculas (MAPK, CaMK, PKA, etc ) que posteriormente lleva a la expresion de genes
reloj como Per. (Modificado de Repper y Weber y col. 2001).

No solamente estimulos luminosos pueden tener un efecto sobre la sincronizacion del
NSQ. Una serie de estimulos de caracter no luminoso han sido descritos como
poderosos sincronizadores, entre ellos, principalmente la induccion de actividad
locomotora, la temperatura, la administracion de algunos farmacos, la privacion de
suefo y el alimento en condiciones especiales, por mencionar algunos. (Hasting y col
1998; Hastings y col 1992; Mrososvsky, 1995, 1996; Antle y Mistlbrger, 2000;
Mendoza y col 2004).

A los estimulos que son capaces de sincronizar la actividad del NSQ y por lo tanto
también aquellas conductas o parametros fisioldgicos dependientes de este niicleo y que
no son luminosos, se les llama no-foticos. Estos estimulos que generalmente son
sincronizadores secundarios o débiles, adquieren mayor intensidad en ausencia del ciclo
luz-oscuridad, y son capaces de alterar el ritmo enddgeno del organismo y la actividad
del NSQ so6lo en condiciones de oscuridad constante (Mrosovsky, 1995).

A nivel conductual, los estimulos no luminosos, generan principalmente grandes

avances de fase cuando se aplican durante el dia circadiano, un tiempo en el cual el reloj



no es sensible a la luz (Mrosovsky, 1995,1996). Por otro lado, a nivel molecular los
estimulos no-foticos producen una supresion de genes como del per, a la hora en la cual
los niveles de dicho gene son maximos, que como consecuencia trae el avance de fase
del reloj (Maywood y col. 1999; Horikawa y 2000; Maywood y Mrosovsky, 2001).

Los mecanismos neuroanatdémicos que subyacen a la sincronizacién no luminosa, no
son del todo claros, sin embargo, existe gran evidencia de que son mediados por las
proyecciones que llegan directamente al NSQ, provenientes tanto de la hojuela
intergeniculada lateral del talamo (HIL), a través del tracto geniculo-hipotalamico,
utilizando como principal neurotransmisor el neuropeptido Y (NPY), como de los
nucleos del rafe a través de una via serotoninérgica y del PVT utilizando el glutamato
como neurotransmisor (Meyer-Bernstein y Morin 1996; Mrosovsky 1996). Por ejemplo,
las lesiones ya sea del HIL o de las vias serotoninérgicas hacia el NSQ bloquean los
cambios de fase por estimulos no luminosos (Biello y col 1991; Wickland y Turek,

1994; Cutrera y col. 1994; Penev y col. 1995; Maywood y col. 1997).

EL ORDEN TEMPORAL INTERNO

El NSQ al transmitir a todo el organismo su sefial de tiempo, mantiene sincronizadas
todas las funciones y la conducta para que oscilen con un orden de acuerdo a las
fluctuaciones externas del dia y la noche. Con ello se mantiene un “orden temporal
interno” que permite el buen funcionamiento del cuerpo (Buijs y col. 2003). Desde un
punto de vista cronobioldgico, el estado de salud se define como la correcta relacion de
fases tanto entre los ritmos del propio organismo como entre éstos y el ciclo ambiental
(Figs.12 y 13).

En condiciones normales de sincronizacién con un zeitgeber (sincronizador) fuerte
como el ciclo luz/oscuridad de 24 hrs., cada ritmo circadiano del organismo asume una
relacion de fase estable con la sefial de tiempo externa y las diversas variables
fisioldgicas mantienen una relacion de fases estable entre si, ain en ausencia de estas
sefiales de tiempo, que se conoce como “oscilacion libre o libre curso” (ausentes de
zeitgebers; ejemplo la oscuridad constante). Esta sincronia interna entre variables se
mantiene por el reloj bioldgico, el NSQ. Estudios en humanos indican que en ausencia
de sincronizadores, los ritmos de suefio/vigilia, de temperatura corporal, vy
concentracion plasmatica de cortisol mantienen la misma periodicidad y relaciones de

fases estables durante periodos prolongados (Minors y col. 1981 y Mistlberger y col.



2005). Al no depender de la presencia de un zeitgeber, este hecho sugiere la existencia
de fuertes mecanismos de acople interno por parte del reloj hacia los demas tejidos
osciladores.

El ser humano es esencialmente diurno, esta preferentemente activo durante el dia,
tomando las horas de descanso durante la noche.

Las sefiales temporales que sincronizan al reloj bioldgico del ser humano son muy
variadas. Las més evidentes son claves periddicas (de 24 horas) del ambiente, de las
cuales la principal es el ciclo de dia/noche y la temperatura; sin embargo también
influyen sobre el reloj como sincronizadores, sefiales artificiales como la organizacion
de horarios de trabajo, el esparcimiento, y otros compromisos sociales; asi como la
propia actividad fisica y cognitiva del individuo. Los horarios de comidas también son
propuestos como claves de tiempo para los osciladores cerebrales y periféricos debido a
los cambios metabdlicos producidas por la comida y necesarios para la sintesis de los
neurotransmisores involucrados en la transmision sinaptica (Stephan, 2002; Winget, y
col; 1984). Por lo tanto, vivimos inmersos en una compleja estructura social que

condiciona nuestra vida diaria.

Orden temporal: Sincronizacion interna

A

Figura 12. Representacion esquemaitica de distintas variables metabdlicas. En A. Un
organismo con actividad diurna bajo condiciones normales de sincronizacion con un ciclo
de luz / oscuridad de 24 hrs. Cada ritmo circadiano del organismo mantiene una relacion de
fases estable con la sefial de tiempo externa y las diversas variables fisiologicas mantienen
una relacion de fases estable entre si. En B se observa el mismo organismo pero con una
alteracion del orden temporal, ahora obligandolo a estar activo en la noche, se observa una
pérdida de relacion de fases entre la sefial de tiempo y con diversas variables fisiologicas.
Cada oscilacion representa una variable fisiologica.



LA IMPORTANCIA DE ESTAR SINCRONIZADO

El desarrollo de tecnologia en comunicacion, en la industria de alimentos asi como en la
prestacion de bienes y servicios ha creado una relativa independencia del ambiente
“natural”, lo cual ha creado prioridad a estimulos artificiales que influyen sobre el reloj
biologico. Un ejemplo de como la vida moderna provoca situaciones que producen
alteraciones en la sincronizacion son los cambios bruscos en el ambiente (vuelos de
larga duracién, turnos de trabajo rotatorios, trabajo nocturno, etc.) que general sefiales
conflictivas y por lo mismo alteraciones sobre el reloj biologico y la expresion de los
ritmos circadianos (Fig.13). Estas situaciones provocan dos fenomenos, Ila
desincronizacion externa, que consiste en una pérdida de la relacién entre los ritmos
endogenos y los externos; y una desincronizacion interna, que consiste en una pérdida
del orden temporal, por una pérdida de acoplamiento entre el NSQ y sus osciladores
periféricos. Este desajuste del orden temporal interno afecta al organismo de manera
transitoria y alin asi deja secuelas cronicas en la salud de las personas.

Algunas condiciones que provocan desincronizacidn interna y externa son los viajes

transmeridionales, los horarios de trabajo rotatorios, que ya se mencionaron y la vejez.

PROBLEMAS DE SALUD ASOCIADOS A LA DESINCRONIZACION

DESINCRONIZACION POR VIAJES AEREOS TRANSMERIDIONALES (Jet Lag)

Los que habitamos este planeta sabemos que los tiempos y habitos que desarrollamos
estan condicionados por nuestra localizacion geografica. Aquellos que hayan volado
cruzando meridianos debieron ajustar sus relojes pulsera para ser coherentes con el
lugar de destino, adelantando o atrasando las agujas del reloj. Paralelamente, el reloj
biologico experimenta la necesidad de realizar el mismo ajuste. Este ajuste frente a los
cambios ambientales no es inmediato, y las distintas variables circadianas
comprometidas en los procesos de oscilacion del cuerpo exhibirdn respuestas de fase
diferentes: por ejemplo, los ritmos de frecuencia cardiaca, presion arterial, actividad
locomotora, catecolaminas plasmaticas, entre otros, se sincronizaran mas rapidamente
que los ritmos de temperatura, melatonina desechos urinarios y cortisol plasmatico

(Klein y col.;1991; Gander y col.; 1985 y Yamaguchi y c0l.2003).



La diferente capacidad de ajuste de cada 6rgano causa temporalmente una pérdida del
orden temporal interno entre los osciladores periféricos, y gradualmente se restablecen
las relaciones de fase de los ritmos entre si, con el NSQ y con el nuevo horario (
Graeber 1989, Moline y col. 1992). Por lo tanto el jet-lag resultante de viajes
transmeridionales es definido como un conjunto de sintomas causados principalmente
por una alteracion del patréon de suefio, que ocurre cuando ciertos ritmos bioldgicos se
encuentran fuera de fase entre si y fuera de fase con el ciclo del dia y la noche

(Schwartz y col. 1987; Spiegel y col. 1996; Dawson y col. 1995, Reddy y col.1995).
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Figura 13. Representacion esquematica de un individuo sincronizado con su ambiente
(sano) (A) y otro desincronizado (enfermo) (B). En A, la linea continua representa una
correcta relacion de fase del reloj bioldgico (NSQ) con el medio ambiente conocida como
sincronizacion externa y la correcta relacion de fase del reloj con sus osciladores periféricos
conocida como sincronizacion interna. En B. La linea discontinua representa un individuo con
desincronizacion externa, es decir no existe una relacion de fases del NSQ con el medio
ambiente. En la desincronizacion interna se plantea que existe una correcta relacion entre el
reloj y el medio externo, pero una alteracion en la salida de sefiales ritmicas del reloj hacia el
resto del organismo, que da como consecuencia un desacoplamiento del organismo con su
propio reloj.

Las consecuencias de los vuelos transmeridianos son el mayor cansancio durante el dia,
menor grado de concentracion y alerta, desorientacion, “destemporalizacion”, asi como

irritabilidad y depresion (Mrosovsky y col. 1996, Deacon y col. 1996). Son frecuentes



también los desdrdenes gastrointestinales derivados de la ingestion de alimentos en un
horario inusual, tales como indigestion, diarrea, constipacion, acidez estomacal y riesgo
de ulceras gastricas y duodenales. Las consecuencias mas graves se observan en
personas que viajan constantemente y que el tiempo entre un viaje y otro no permite la
resincronizacion interna. Estas personas se caracterizan por estados cronicos de
cansancio, dificultad en la concentracion y menor grado de alerta durante el dia, asi

como amnesia temporal, debilidad general y ansiedad (Spiegel y col. 1996).
LA DESINCRONIZACION EN TRABAJADORES EN TURNOS Y NOCTURNOS.

Desde hace varios siglos, ya existian jornadas de trabajo diurnas y nocturnas,
especialmente en las actividades industriales extractivas y de los servicios de salud. En
1556, el médico Georg Bauer, describio en su libro “De Re Metallica”, las dificultades
de salud por las que pasaban los mineros del tercer turno (o turno nocturno) (Akerstedt
y col. 2004, Folkard y col. 1993). Escrito hace 443 afios, este libro relata una situacion
que ocurre actualmente sélo que ahora en proporciones mayores (Chiesa, 1999).

El trabajo rotatorio o en turnos es una modalidad de organizacion laboral imprescindible
para cualquier sociedad moderna. Se estima que en la actualidad un 20% de la
poblacion laboral realiza algun tipo de trabajo en turnos en variadas areas, que
comprenden tanto al sector de servicios como al industrial (Lavie, 2001). Las
proyecciones indican que para la segunda década del siglo XXI aproximadamente un
40% de la poblacion activa realizard alguna forma de trabajo en turnos. (Klerman vy col.
1998).

El trabajo por turnos supone el trabajo fuera de las horas normales del dia; es decir,
fuera de las horas de 7 de la mafiana a 6 de la tarde, el periodo durante del cual muchas
personas trabajan regularmente 7 a 8 horas. Los trabajadores por turnos pueden trabajar
por la tarde, a la mitad de la noche, trabajar horas extras o dias muy largos (Mellor,
1996). También pueden trabajar algunas veces en horario normal. Muchos trabajadores
por turnos tienen horarios rotatorios, lo que supone cambios de las horas de trabajo de la
mafiana a la tarde o del dia a la noche. Estos cambios ocurren en dias diferentes de una
semana o en un mes. Los policias y los bomberos, por ejemplo, a menudo tienen
calendarios de trabajo que rotan. Otros trabajadores pueden trabajar un turno

"permanente" y trabajar solamente por la noche o por la tarde (Klerman, y col. 1998).



Desde el punto de vista cronobiologico, y cualquiera que sea el esquema de trabajo en
turnos que se adopte, se produce siempre una reduccion de las horas de suefio y una
alteracion de los ritmos circadianos. Esto lleva a una situacion de estrés cronico en el
trabajador de turnos rotatorios, el que reconoce 3 origenes: (a) la alteracion de los
ritmos circadianos; (b) la fatiga y la alteracion del suefio; (c) las alteraciones de la vida
de relacion doméstica y social.

Con relacion a los ritmos circadianos, el turno de trabajo requiere, en general, que un
individuo esté alerta en un momento inadecuado de su ciclo suefio-vigilia que puede
resultar en un estado en el cual los ritmos circadianos del individuo pierdan su sincronia
(Spitzer, y col. 1997; Nagano, y col. 2003). Esta desincronizacion se debe a que el
proceso de ajuste del sistema circadiano al cambio repentino de horario en el nuevo
turno es lento y requiere una semana aproximadamente (un dia por cada hora de
diferencia entre turnos) por lo que el trabajador estd en general desincronizado durante
el turno nocturno. La presencia de sincronizadores externos (el dia y la noche) en
antagonismo con el requerimiento impuesto por los turnos (una sociedad diurna para
individuos que quieren conciliar el suefio durante el dia), afecta negativamente a la
adaptacion.

Un 60-70% de los trabajadores en turnos se queja de alteraciones del suefio y de fatiga
aumentada durante el turno nocturno. Es comun, que el trabajador lo atribuya a la falta
de suefio. Una consecuencia extrema de la privacion de suefio es la llamada "paralisis
nocturna", episodios de 1-2 minutos de duracion, en los cuales los individuos estan
conscientes de lo que ocurre a su alrededor pero son incapaces de actuar. La
somnolencia y fatiga explican tanto incidentes menores como accidentes de trabajo
graves (de clara predominancia nocturna), asi como tragedias industriales del tipo de
Chernobyl o el derrame petrolero del Exxon Valdez.

El suefio en un trabajador en turnos puede estar alterado tanto por factores enddgenos
como exdgenos. Los factores endogenos provienen del sistema circadiano, preparado
para el despertar en el momento que el trabajador de turno nocturno pretende tener su
descanso. (Haus, y col. 2006, Van Cauter, y col. 2007). Es comun, que el trabajador
atribuya su falta de descanso al ruido del trafico, los gritos de los nifios, etc., sin percibir
que, en realidad, es su sistema circadiano que indica dormir de noche, el responsable del
sueno inadecuado durante el dia. Esto conduce a una inadecuacion social y doméstica,

al impedir al trabajador cumplir adecuadamente con sus obligaciones familiares y



sociales. En este sentido, los conflictos sociales y familiares, por ejemplo la incidencia
de divorcios, es significativamente mayor en personas que realizan trabajo en turnos.
Con relacion a las secuelas en la salud producidas por el trabajo en turnos, existe un
aumento significativo en el nimero de consultas médicas y bajas por enfermedad en
este grupo de trabajadores (Fig.14). Las quejas mas comunes son el cansancio, la fatiga,
irritabilidad, aumento del consumo de medicamentos, alteraciones menstruales, etc.
Otras alteraciones especificas mas comunes son la ganancia de peso, (Healy, y col.
1995;). las alteraciones gastrointestinales, (Hastings M. y col. 2003) comprendiendo a
las gastritis en todas sus variantes y a la ulcera gastroduodenal y en segundo término,
las alteraciones cardiovasculares (Boggild y col. 1999) y cancer de mama en mujeres
(Knutson y col. 2007; Ribeiro y col. 1998; Davis 2001, Spiegel y col. 2002). (Fig.14).
En distintos estudios, a partir de los 5 afios de exposicion al trabajo en turnos, estas
alteraciones aparecen con mayor incidencia que en la poblacion general.

La demanda social creciente del trabajo en turnos, hace necesario tomar decisiones
sobre las caracteristicas y tipos de turnos a realizar, pero hasta el momento sigue siendo

un grave problema laboral.

Figura 14. Las secuelas en la salud producidas por el trabajo en turnos son variadas. Esta
Fig.resume las alteraciones en la salud mas comunes. (Modificado. Russell G. Nature Reviews,
vol 6 may 2005).



DESARROLLO DE MODELOS ANIMALES PARA ESTUDIAR LA
FISIOLOGIA DEL TRABAJADOR NOCTURNO

Las distintas investigaciones en humanos a lo largo de los afos, han constatado que el
trabajo en turnos es un factor psicosocial desfavorable para el bienestar del trabajador.
Estas observaciones no han permitido entender qué alteraciones existen en el
mecanismo del reloj, que propicien la pérdida de acoplamiento entre el medio ambiente
y el reloj o de éste con los osciladores periféricos, lo cual desencadena la
desincronizacion interna que puede llevar a una enfermedad.

Por tal motivo varios grupos han tratado de crear modelos animales que permitan
estudiar y entender mejor los mecanismos que llevan al desacoplamiento de los ritmos
causadas por el trabajo nocturno y para probar estrategias que disminuyan o eviten sus
efectos.

Barger L. y col. 2006, desarrolld un modelo de trabajadores en turno y de viajeros
transmeridionales (Jet lag), basandose en estudios previos donde probd si el ejercicio
facilita la adaptacion circadiana. Para esto propuso un modelo donde por 5 dias las ratas
estuvieron bajo un ciclo L/O 12: 12 y posteriormente invirtié este ciclo, ahora O/L
12:12 simbolizando un cambio repentino en el trabajo o un viaje transmeridional. En
este nuevo periodo de luz, al organismo se le obligaba por 7 dias a realizar ejercicio en
una rueda de actividad 3 veces al dia por una hora. Demostrd que el ejercicio puede
atrasar significativamente la fase del reloj maestro y esto puede ayudar a facilitar la
adaptacion circadiana en aquellas modalidades que requieran un atraso de fase en su
ciclo suefio-vigilia.

Tsai LL,y col 2005, 2007 siguieron otra estrategia con el objetivo de generar una
desincronizacion interna cronica. Su método consistié en alternar un ciclo invertido O/D
12:12 por 3 dias (Martes-jueves) con 3 dias en un ciclo L/O 12:12 (Viernes-Domingo),
seguido de un dia en oscuridad constante (lunes). Esto se realizd por 13 semanas para
generar una desincronizacioén interna. Sus resultados mostraron un incremento en la
ganancia de peso y en la ingesta de alimento (Tsai LL,y col., 2007). De forma similar
Bartol-Munier y col. (2006) siguieron un disefio croénico con cambios de fase similares
y observaron cambios en el alimento ingerido, pero sin ganancia de peso y reportaron
reduccion en la actividad, sugiriendo esto como parte de una desincronizacion

circadiana cronica.



Existen muchos trabajos mas que han abordado el trabajo nocturno, (Ribeiro, y col.
1998; Reid y Dawson 2001) en todos ellos se utilizan estrategias de cambios del ciclo
luz oscuridad Esta estrategia, que representa principalmente una condicion de jet-lag ha
llevado a resultados poco consistentes y muchas veces contradictorios, dependiendo de

la forma en que se realizan los cambios del ciclo luz-oscuridad.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los modelos animales para estudiar los efectos del trabajo nocturno utilizados hasta el
momento utilizan estrategias de cambios del ciclo luz oscuridad y no reflejan las
condiciones reales del trabajador nocturno. Pocos trabajos han abordado el mantener
activos a los animales para simular la situacion real del trabajador nocturno.

Este proyecto tuvo como objetivo desarrollar un modelo de trabajo nocturno en ratas
semejante a las condiciones del trabajador nocturno, para ello se utilizaron ruedas de
actividad forzada en las cuales las ratas trabajaron. Se forzaron a estar activas 8 horas
diarias de lunes a viernes. Con este modelo se pretendié determinar los mecanismos que
subyacen a la desincronizacion temporal metabdlica y conductual y con la actividad del
NSQ, para establecer su relacion de fase con el ciclo de luz/oscuridad y del NSQ con
sus efectores.

Con este modelo se pretendid observar un fenomeno de desincronizacion interna similar
al que se observa en los trabajadores nocturnos para estudiar los mecanismos que
desencadenan dicha desincronizacion.

Finalmente con este modelo se probaron estrategias para prevenir la desincronizacién
interna, en especial se manipularon los horarios de alimentacién como una estrategia
para reacoplar los ritmos conductuales y metabdlicos y aminorar o evitar disfunciones

metabolicas en el trabajador nocturno.



OBJETIVOS GENERALES

Crear un modelo de trabajo nocturno utilizando una rueda de actividad forzada
para mantener activos a los animales durante su etapa de descanso; sin alterar su
ciclo L/O.

Caracterizar el fenomeno de desincronizacidn interna en ratas bajo el paradigma
de trabajo nocturno por medio de la comparacion de la relacion de fase entre:

o sus ritmos circadianos, metabdlicos y conductuales.
o elritmo del NSQ y el ciclo L/O
o El ritmo del NSQ con sus efectores

Determinar el o los factores que propician la desincronizacion interna entre el
NSQ y sus efectores.

Probar horarios restringidos de alimento como una estrategia, para disminuir las
alteraciones que provoca el trabajo nocturno.

HIPOTESIS GENERALES

La exposicion diaria por 8 horas a la rueda de actividad forzada provocard una
desincronizacion interna en roedores, semejante a las que se observan en un
trabajador nocturno.

La actividad forzada durante la fase de descanso, provocara que el NSQ:

o Pierda su relacion de fase con el ciclo L/O.
o Pierda su relacidn de fase con sus efectores

El alimento sera una potente sefal que ocasiona una desincronizacion interna
entre ritmos metabolicos y conductuales bajo esta manipulacion.

Restringir los horarios de alimento serd una buena estrategia para resincronizar
ritmos metabodlicos y conductuales y disminuir las alteraciones que provoca el
trabajo nocturno.



ETAPA 1
CARACTERIZACION DEL MODELO DE TRABAJO NOCTURNO
Con la idea de poder determinar si el trabajo en una rueda de actividad forzada durante
la etapa de descanso genera alteraciones fisioldgicas y/o conductuales en la rata, se

plantearon las siguientes hipotesis y objetivos:

OBJETIVOS
e Probar si en la rata, la actividad forzada durante su etapa de descanso, por 8
horas diarias utilizando una rueda de actividad, genera alteraciones similares a
las reportadas en un trabajador nocturno.
e (Caracterizar en este modelo animal de horarios nocturnos de trabajo, sus ritmos

circadianos, metabolicos y conductuales.

HIPOTESIS

» La exposicion diaria por 8 horas a la rueda de actividad forzada provocara una
desincronizacion interna en roedores, semejante a las que se observan en un
trabajador nocturno.

» Laactividad forzada durante la fase de descanso, provocara que el NSQ:

o Pierda su relacion de fase con el ciclo L/O.
o Pierda su relacion de fase con sus efectores

MATERIALES Y METODOS

ANIMALES

Se utilizaron ratas Wistar macho con un peso inicial de 140-160gr., mantenidas en un
cuarto de registro aisladas en cajas habitacion individuales de acrilico (50x30x20 cm) en
condiciones de temperatura controlada (22 = 1°C) y bajo un ciclo de luz / oscuridad
(L/O) 12:12, donde el encendido de la luz fue a las 7 AM (Zeitgeber time, ZTO0) y el
apagado a las 19 horas (ZT12). Todos los grupos tuvieron libre acceso al agua y

alimento (Rodent Laboratory Chow 5001).

PROCEDIMIENTO PARA EL REGISTRO AUTOMATIZADO DE CONDUCTA.

Las ratas utilizadas en todas las etapas de este trabajo se alojaron individualmente en un

cuarto aislado, sono amortiguado, en cajas de acrilico transparente. A estas cajas se les



ha adaptado un sistema de registro conductual automatizado que consiste de sensores de
presion colocados bajo las cajas, con los que se registra el movimiento de los animales
(Fig.15). Los movimientos crean pulsos de conducta que se colectan en una
computadora que almacena unidades de 1-5 minutos. Este mismo sistema programa la

duracion e inicio del fotoperiodo.

Figura 15. Sistema de registro conductual para ratas. A estas cajas se les ha adaptado
sensores de presion colocados bajo las cajas, con los que se registra el movimiento de los
animales. Los pulsos de conducta se colectan por una computadora que almacena unidades
de 1-5 minutos. Otra computadora contiene los programas de analisis necesarios para
realizar los estudios de cronobiologia y estudiar la conducta del animal.

ESTABLECIMIENTO DE UN MODELO DE TRABAJO NOCTURNO: DISENO
EXPERIMENTAL

Se asignaron al azar las ratas en 3 grupos.

El grupo control: Se mantuvo en registro conductual en el cuarto de registro sin
manipulacion durante 5 semanas.

Grupo de trabajo durante la fase de descanso (TFD) (modelo de trabajo nocturno).
Después de una semana de linea base, se inicio la fase de trabajo. Para ello, se sac6 a
cada rata de su jaula habitacion y se le colocd en una rueda de actividad cerrada y
conectada a un motor que genera oscilaciones lentas y constantes (1 revolucion / 2.5
minutos) obligdndolas a moverse (trabajar) 8 horas diarias durante la fase de luz (etapa
de descanso) de 9 am. a 5 p.m. (ZT2. ZT10) de lunes a viernes (Fig.16) Este

procedimiento se sigui6 por 4-5 semanas. Después de las 8 horas de trabajo los animales



se regresaban a su jaula hasta el siguiente dia. Los fines de semana se mantuvieron sin
manipulacion dentro de sus cajas habitacion de registro (Fig. 17).

Grupo de trabajo durante su fase de actividad (TFA) (modelo de trabajo diurno): Este
grupo tuvo como finalidad ser control de trabajo y permitié determinar que los efectos
encontrados no se debieran a la rueda misma sino a la actividad durante el reposo.
Después de una semana de linea base se inici6 la fase de trabajo de la misma forma que
el grupo anterior de lunes a viernes, pero la estancia en la rueda se llevo a cabo durante
la noche de 9 p.m. a 5 a.m. (ZT14, ZT22), que corresponde a la fase de actividad de las

ratas. Igualmente, durante el trabajo tuvieron libre acceso al alimento y agua.

Figura 16. Rueda de actividad forzada. La rueda cuenta con cuatro divisiones, en cada
division se mantiene una rata. Las rotaciones lentas de estas ruedas mantienen activas a
las ratas durante las 8 horas de trabajo, en estas ruedas tienen la oportunidad de
alimentarse y tomar agua ad libitum.

Se sometieron a esta rutina de actividad durante 4-5 semanas, similar a lo que realiza un
trabajador diurno. Este grupo permitio descartar si los efectos observados en el grupo
TFD se debian a su estancia en la rueda o a la actividad forzada asociada a la fase de

reposo (Fig.17).

MONITOREO DE PESO CORPORAL E INGESTA DE ALIMENTO

Los animales se pesaron al inicio del estudio y una vez por semana (jueves) durante las
semanas que durd la rutina de trabajo, a la misma hora. El alimento se pesé 2 veces a la
semana (lunes y viernes) a las 7 de la manana para medir el consumo de alimento

nocturno y para medir el consumo de alimento durante el dia a las 7 de la noche.



Figura 17. Diseiio experimental y procedimiento de trabajo. La actividad en la rueda
(cuadros con lineas diagonales) se siguid por 5 semanas 8 horas durante el dia para el grupo
TFD (izquierda) y durante la noche para el grupo TFA (derecha). Después de 5 dias de
trabajo, los animales se dejaban sin manipulacion los fines de semana y el lunes siguiente se
repitid el protocolo. Al final de la cuarta semana de trabajo se canularon los animales y se
tomaron muestras de sangre (rayo) durante la 5% semana de trabajo y al final de esta se
sacrificaron todos los animales (estrella).

DETERMINACION DE RITMOS METABOLICOS Y HORMONALES

Al finalizar la cuarta semana de trabajo (jueves o viernes) y para determinar los ritmos
metabolicos y hormonales en suero se les coloco a todas las ratas una canula en la vena
yugular externa, de acuerdo a Steffens (1969). Los animales fueron anestesiados con
Zoletil 100 (Virbac 0,01 ml/100g) y canulados en la vena yugular interna con una
canula yugular pediatrica de silicon de polietileno (0,025 de diametro interno y 0,047 de
diametro externo; Silastic Brand) llena de heparina (200 U/ml) como anticoagulante. La
canula fue fijada en la espalda entre ambas escépulas (omoplatos) y se tapd con una
pequefia aguja.

Las ratas se dejaron en recuperacion durante el fin de semana y el siguiente lunes el
protocolo de trabajo se retomd. Al final de la 5a semana de trabajo, se obtuvieron
muestras de sangre distribuidas en dos dias (el jueves y el viernes) cubriendo un ciclo de
24 h con intervalos de 3 h entre muestras (ZT0, ZT3, ZT6, ZT9, ZT12, ZT15, ZT18,
ZT21).Las muestras de sangre (250ul) se colectaron en tubos Eppendorf (1.8 ml) que
contenian un gel separador del coagulo (Vacutainer), se obtuvo el suero por
centrifugacion, 5 minutos a 3000 rpm y se guardaron alicuotas de 50-100ul a -45°C para

su analisis posterior.



Las alicuotas fueron procesadas con métodos colorimétricos para la determinacién de
glucosa, triacilglicéridos (TAG) y con RIA para determinar corticosterona.
Se elaboraron perfiles temporales diarios por medio de promedios por grupo de cada

punto temporal, que fueron comparados entre grupos y con relacién al ciclo de L/O.
DETERMINACION DE GLUCOSA, TAG Y CORTICOSTERONA

La glucosa fue estimada con una muestra de 10-ul usando un Kit comercial de
colorimetria (No. 70478; Hycel de México), en el que se basd la reaccion entre la
glucosa y fenol-4amimofenazona como cromogeno y fue medido a 500nm, con un
espectrofotometro (Novaspec II Visible, Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge,
England).

Los TAG fueron evaluados con un kit comercial (no. B01-4512-01, SERA-PAK plus,
Bayer, Sees, Francia) por cuantificacion de 4-aminoantipiridina a 500 nm, lo que es
proporcional al glicerol producido por hidrolisis enzimatica de una muestra de 10pl.

La corticosterona fue determinada con radioinmunoanalisis con un Kit comercial (Coat-
A-Count Rat corticosterone; TKR1; DPC, Los Angeles CA, USA), basado en la
competencia de los sitios del anticuerpo entre '“I-marcado y el suero de
corticosterona. Esta reaccion de union es detectada por un contador gamma (Compaiiia
Cobra II, Packard) y convertida con una curva estandar al suero de corticosterona. Los
perfiles temporales diarios fueron comparados entre grupos y con relacion al ciclo de

luz- oscuridad.
INMUNOHISTOQUiMICA PARA PER1 Y PER2

Las ratas (N=32 por grupo) fueron anestesiadas con una sobredosis de pentobarbital
sodico (Sedal-Vet 65 mg/ml), y perfundidas transcardialmente (ventriculo izquierdo)
con 250 ml. de solucion salina (0.9%), seguido por 250 ml de paraformaldehido al 4%
en buffer fosfato (PBS, 0.1 M, pH 7.2). Al finalizar la perfusion, se extrajeron los
cerebros y se postfijaron en paraformaldehido al 4% durante 1 hora. Las ratas fueron
perfundidas en 8 puntos temporales (ZTO0, ZT3, ZT6, ZT9, ZT12, ZT15, ZT18 y ZT 21)
para completar un ciclo de 24 h y determinar la ritmicidad de la proteina PER1 y PER2.



Los cerebros fueron removidos, posfijados por 1 h y cridprotegidos sucesivamente en
una solucion de sacarosa al 10, 20 y 30% en PB al 0.1 M por 24 horas. Los cerebros se
congelaron y se cortaron en secciones coronales de 40 wm con un cridstato a -18° C y se
colectaron en 4 series. De estas series una se incubd por 72 horas a 4°C con un
anticuerpo primario para la proteina PER1 hecho en cabra (Santa Cruz biotechnology,
USA) diluido 1:1000 en PBS pH 7.2 con 1% suero de conejo y 0.3% tritobn X-100
(PBSRT). Una segunda serie se incub6 48 hrs. con un anticuerpo para la proteina PER2
hecho en conejo (Alpha Diagnostic International) diluido 1:500 en PBS pH 7.6 con 1%
de suero de cabra y 0.3% triton X-100 (PBSGT).

Después de la incubacion las secciones se lavaron 3 veces por 10 minutos en PBS, y
posteriormente se incubaron por 2h con un anticuerpo secundario biotinilado 1:200
(Anti-cabra hecho en conejo para PERI y anti-conejo hecho en cabra para PER2;
Vector laboratorios) en PBSRT o PBSGT respectivamente. Al finalizar las dos hrs. de
incubacion, los cortes se lavaron 3 veces por 10 minutos en PBS y se incubaron en una
solucion de avidina-biotina peroxidasa al 0.9% (Vectastain Elite ABC Kit; vector Labs,
USA) por 2 horas. La incubacion para PER1 fue hecha a temperatura ambiente mientras
que para PER2 se incubo a 4°C.

Al finalizar la incubacion los cortes nuevamente se lavaron 3 veces por 10 minutos en
PBS vy al finalizar el ultimo lavado, los cortes se visualizaron con diaminobenzidina (0.5
mg/ml, en buffer de trizma 7.2) y peréxido de hidrégeno al 30% (35 pl/100 ml). Cada
corte fue montado en laminas (porta-objetos) gelatinizadas y deshidratadas en una serie
de alcoholes y aclaradas con xilol para posteriormente ser cubiertas con cubreobjetos y

Permount (Fisher Chemicals).

CONTEO CELULAR

Para cuantificar la expresion de PER1 y PER2 en el NSQ, se escogieron 3 secciones
representativas de este nucleo de acuerdo con el atlas estereotixico de Paxinos y
Watson (1998), una seccidn anterior (bregma 0,92); una seccion medial (bregma 1,20) y
una seccion posterior (bregma 1,40). Las imagenes fueron examinadas bajo un
microscopio (Nikon Eclipse E600; Nikon, Tokio, Japén) y capturados en una
ampliacion 10X que utiliza un sistema computarizado de analisis de imagen (de la serie

Meta Vue 4.5, Universal Imaging Corporation, Downingtown, PA, USA). Los nucleos



inmunoreactivos fueron contados bilateralmente por un observador que fue ciego a las
condiciones experimentales. Para evitar el nimero de falsos positivos, se determiné la
densidad 6ptica del fondo en una region cercana que carece PER1 o PER2. Las células
inmunorreactivas que alcanzaron o superaron tres veces la densidad optica del fondo
fueron contadas, mientras las células por debajo de este umbral fueron descartadas. La
media de los valores por punto temporal se representa con curvas temporales y se

compararon con un ANOVA de dos vias para los factores grupo y tiempo.

ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos se ordenaron por grupos y tiempo y se representan como medias + el error
estandar (sem). El incremento en peso corporal fue analizado con una ANOVA de una
via. La ingestién de alimento fue analizada con una ANOVA de dos vias para los
factores: grupo y semanas (5).

La concentracion de glucosa sérica, TAG y corticosterona, asi como el nimero de
células positivas a PER1 y PER2 fueron evaluadas con una ANOVA de dos vias para
los factores grupo (3 niveles) y tiempo (8 niveles), como un factor de medidas repetidas
para las medidas metabolicas y para medidas independientes para PER1 y PER2. Todos
los anélisis fueron seguidos de una comparacion post-hoc multiple de Tukey (P <0,05).
El analisis estadistico fue realizado con el programa Statistica para la version de

Windows 4,5 (StatSoft, 1993).



RESULTADOS

RITMOS CONDUCTUALES

Las ratas control, asi como las ratas TFD y TFA en su linea base exhibieron ritmos
claros sincronizados al ciclo L/O. La actividad nocturna representada para todos los
grupos fue de 75-80%, mientras que la actividad diurna represent6 entre 20 y 25% de la

actividad total diaria (Fig.18)

Figura 18. Actograma representativo en doble representacion de la actividad general de una
rata control con alimento y agua ad libitum.(A). En el actograma, cada linea representa un
dia de registro. En (B) promedio de actividad de 16 ratas control y el porcentaje de actividad
diurno y nocturno. Se observan claramente ritmos diarios sincronizados al ciclo LD. La barra
blanca y negra representa el ciclo LD.

Las ratas TFD (forzadas a trabajar durante su fase de descanso) exhibieron a lo largo de
las semanas de trabajo un progresivo decremento en su actividad nocturna como se
observa en el actograma (Fig.19) y en los perfiles de actividad obtenidos para los dias
de trabajo y sus correspondientes fines de semana. Después de la cuarta semana de
trabajo, durante el fin de semana la actividad nocturna representd una proporcion de
54,5% de la actividad total diaria mientras que la actividad diurna habia aumentado a

45,5%, sin observarse un ritmo diurno significativo (Fig.19).



Figura 19. Actograma representativo en doble representacion de ratas TFD (Izquierda). Los
primeros 9 dias corresponden a la linea base, seguida de 4 semanas bajo condiciones de
trabajo. Del lado derecho se presenta el promedio de actividad para la linea base (Parte
superior) seguida de cada semana de trabajo (numero 1-4) y los fines de semana (a la
derecha). Las ratas TFD (n=16) exhiben a los largo de las semanas un progresivo
decremento de su actividad nocturna. El tiempo en la rueda de actividad, esta representado
por los cuadros con lineas diagonales. Mas indicaciones en Fig.18

Las ratas TFA (trabajaron durante su fase de actividad), mantuvieron un patron
temporal de actividad similar a su linea base y su actograma y promedio de actividad
mostraron patrones similares al grupo control (Fig.20). Durante los dias de trabajo, la
actividad diurna mantuvo proporciones similares a las que se observaron en la linea
base (20-25%) y durante los fines de semana, las ratas exhibieron una robusta ritmicidad

con una alta proporcion de actividad nocturna (Fig.20).
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Figura 20. Actograma representativo en doble representacion de ratas TFA (Izquierda). A la
derecha se presenta el promedio de actividad para la linea base (Parte superior) seguida de
cada semana de trabajo (numero 1-4) y los fines de semana correspondientes (a la derecha).
Las ratas (n=12) mantuvieron similares proporciones de actividad diaria a las observadas en
la linea base y las semanas de trabajo (1-4). Durante los fines de semana las ratas exhibieron
una robusta ritmicidad con una alta proporcion de actividad nocturna. El tiempo en la rueda
de actividad, esta representado por los cuadros con lineas diagonales. Mas indicaciones en
Fig. 18.

INGESTION DE ALIMENTO Y PESO CORPORAL.

Durante la linea base los tres grupos mostraron una patrén similar diario en el consumo
de alimento, caracterizado por una proporcion baja en el consumo de alimento durante
la fase luz (alrededor de 20%) y una proporcidon mas alta de ingestion de alimento
durante la fase oscura que oscild entre 79-87 % . Las ratas control mantuvieron esta
proporcion a lo largo de las 4 semanas (Fig.21 arriba).

Interesantemente, desde la primera semana de trabajo el grupo TFD disminuyd su
consumo nocturno de alimento y a lo largo de las 4 semanas de trabajo aumento
progresivamente su consumo diurno mientras trabajaban en la rueda de actividad. Para
la cuarta semana de trabajo, las ratas TFD habian invertido sus patrones de alimentacion
y ahora comian predominantemente durante sus horas "de trabajo" en la fase de luz
(Fig.21 centro). En contraste, las ratas TFA mantuvieron su patron nocturno de
alimentacion (durante sus horas "de trabajo") y la proporcion en el consumo de alimento

fue semejante al observado en el grupo control (Fig.21 abajo).
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Figura 21. Promedio de la ingesta de alimento de ratas control, TFD y TFA durante el dia
(Barras blancas) y durante la noche (barras rayadas). Durante la linea base (BL) los tres
grupos mostraron un patréon de consumo similar, caracterizado por un bajo consumo durante el
dia y alto consumo durante la noche. Esta proporcion fue progresivamente revertida a lo largo
de las 4 semanas de trabajo para el grupo TFD. Asteriscos indican una diferencia estadistica
entre los valores del dia y la noche. (P<0.05).

La ingestién de alimento total por dia fue semejante en todos los grupos, sin embargo
las ratas sometidas a la actividad forzada durante el dia ganaron mas peso que los
controles y que el grupo de TFA. Este efecto fue estadisticamente significativo a partir
de la 3" y 4° semana de "trabajo" (Ver tabla 2). La actividad igualmente forzada durante
la noche tuvo como resultado una disminucion en la ganancia de peso en el grupo TFA.
Al final del estudio los controles habian aumentado su peso en 124.40 £7.74 g, las ratas
TFD en 142.90 £5.36 g y las TFA en 97 £ 1.3 g, que representd +7% para el grupo
TFD y -10% para el grupo TFA comparados con el grupo control. El ANOVA indicé
una diferencia significativa entre grupos (F(229)= 12.41; p<0.0001) y la prueba post hoc
indicdé que el grupo TFA fue significativamente diferente del grupo control y TFD

(P<0.03).



TABLA 2. Promedio de peso corporal ganado por semana, para las ratas mantenidas sin
interrumpir (control), o las expuestas a la actividad forzada por 8 horas diarias.

Basal Semanal  Semama 2 Semana 3 Sentana 4 Ganancia de peso

CONTROL 198+22  228+21 25611 R0 13 T+ 31 124+ 7.7
TFD 196+ 26 43232 251x38 W9y 1+t M0+ 27%+ 142+ 53
TFA 19314  220+11 24821 277+ 1.5+ 290 & 26+ 0713

* Indica diferencias estadistica significativas de los grupos TFD y TFA con el grupo
Control; + indica diferencias significativas entre el grupo TFD y el grupo TFA.

RITMOS METABOLICOS Y HORMONALES

Para determinar los ritmos de glucosa, TAG, y corticosterona, dos series adicionales de
ratas (el grupo control n=10; TFD n=10 y TFA n=8) fueron expuestas al mismo
protocolo de actividad forzada y en la semana 5 de trabajo, se colectaron las muestras
de sangre a través de la vena yugular con una canula cada 3 hrs. hasta completar un
ciclo de 24hrs.

Las ratas control y TFA exhibieron un ritmo diario de glucosa con un pico durante la
transicion de la fase de luz a la fase de oscuridad, mientras que en las ratas TFD no se
observo ritmicidad. (Fig.22; A). El ANOVA de dos vias, no indicd diferencia
significativa entre grupos (Fpos= 2.62; P <N/S), pero confirmé una diferencia
significativa en el tiempo (F(7,196= 19.03; P<0.0001) y para la interaccion de ambos
factores (F(14,196)= 8.15; P<0.0001).

Las ratas control mostraron un ritmo diurno de TAG sérico con un pico en ZT15, 3
horas después de comienzo de actividad. En las ratas TFD la acrofase cambid6 a la fase
de luz, ahora en ZT6, que corresponde a 4 horas después colocar a las ratas en la rueda
de actividad (Fig.22; B). En contraste el grupo TFA mostr6 un ritmo diario de TAG en
la fase oscura con un cambio hacia ZT18, que también correspondi6 a 4 hrs. después del
comienzo de la actividad en la rueda. EI ANOVA de dos vias no indic6 diferencia
significativa entre grupos (F (215= 0,008, P <N/S), pero confirmé una diferencia
significativa en el tiempo (F (7,105y= 3.15; P<0.01) y en la interacciéon de ambos factores

(F(14,105)= 332, P<0001)



El grupo control y los grupos de actividad forzada (TFD y TFA) exhibieron el aumento
diario esperado para corticosterona el cual se presenta al inicio de la noche. Ademas en
ambos grupos de ratas trabajadoras, TFD y TFA, se observé un incremento de
corticosterona al comienzo de la actividad en la rueda, teniendo como resultado un
patron diario modificado (Fig.22; C,D,E). El ANOVA de dos vias no indic6 diferencias
significativas entre grupos (F (0= 1.64; P <N/S), pero confirmé una diferencia
significativa en el tiempo (F (7,140= 33.50; P<0.0001) y en la interaccién de ambos
factores (F (14,140= 7.81; P<0.001). Tal diferencia estadistica puede deberse al aumento

adicional durante las horas de trabajo (Fig.22; E).

Figura 22. Perfil temporal (medias £ SEM), para glucosa (A), TAG (B) y Corticosterona
(C,D,E). Ritmos metabdlicos y hormonales posteriores a 4 semanas de trabajo en ratas
control (Triangulos invertidos, n=10), ratas TFD (Circulos, n=10) y ratas TFA (diamantes, n=8).
Las barras blancas y negras representan el ciclo LD, las barras con rayas diagonales representan
el tiempo de actividad en la rueda. Asteriscos indican diferencia estadistica entre los valores
altos y bajos del mismo grupo (+) indica diferencias estadisticas entre puntos temporales
equivalentes entre los TFD y los otros dos grupos; (&) indican diferencias estadisticas entre
puntos temporales equivalentes entre TFA y los otros dos grupos (P<0.01).



INMUNOHISTOQUIMICA PARA PER 1Y PER 2

Para determinar la expresion temporal de PER1 y PER2 en el NSQ, un grupo diferente
de ratas control y TFD (n=32 por grupo), que experimentaron las mismas condiciones
descritas arriba, fueron perfundidas al final de la 5™ semana de trabajo en uno de 8
puntos temporales para completar un ciclo de 24 hrs. Debido a que no observamos
cambios en la conducta y metabolismo en el grupo TFA, este grupo no se incluy6 en
esta fase.

El grupo control y TFD mostraron un ritmo claro en la expresion de la proteina PER1 y
PER2 en el NSQ. El grupo control mostr6 en ambas proteinas, valores maximos en
ZT12 (Fig.23). En el grupo TFD, el pico de PER1 fue observado en ZT9 y el pico de
PER2 en ZT12, sin embargo el ANOVA de dos vias no indico diferencia estadistica
entre grupos, ni en la interaccion de grupo X tiempo; pero indicd un efecto estadistico
en el tiempo para ambos grupos (F42= 7.23; p<0.001 para PER1 y F(7,16= 57.38;
p<0.0001 para PER2).
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Figura 23. Perfil temporal (medias + SEM), de células positivas para la proteina PER 1y
PER 2 en el NSQ de ratas control (Triangulos invertidos, n=32 por grupo) y TFD (Circulos
negros, n=32 por grupo).El asterisco indica diferencia estadistica entre valores altos y los bajos
del mismo grupo (P<0.05).



DISCUSION

En esta etapa del estudio proporcionamos evidencia de que la actividad forzada durante
las horas de descanso (TFD) altera no solo la conducta sino también los patrones

temporales de consumo de alimento y oscilaciones metabolicas.

En las ratas TFD la ingesta de alimento se desplazo hacia las horas de actividad forzada,
y que la actividad nocturna disminuy6 progresivamente. Este efecto no se debio al
agotamiento fisico, ya que este patron de actividad también se observé durante los fines
de semana, cuando las ratas permanecieron inalteradas en sus cajas, y ademas no fue
observado en las ratas obligadas a moverse durante su fase de actividad (TFA).
Asociado con la modificacion de los patrones de alimentacion las ratas TFD presentaron
una pérdida de los ritmos de glucosa y los ritmos de triacilglicéridos se observaron
invertidos con respecto a su control. En contraste, el aumento de la corticosterona
nocturna y los picos de expresion de los genes reloj PER1 y PER2 en el NSQ se
mantuvieron sincronizados al ciclo L/O. Estas observaciones indican que en los
animales sometidos a un régimen de trabajo durante su periodo de suefio se induce una
desincronizacion interna en el que la alimentacién y las funciones metabdlicas se

desvinculan del mensaje del reloj biologico

En ratas TFD los patrones de actividad diaria se caracterizan por la reduccion en la
actividad nocturna, manteniéndose esta reduccion durante los fines de semana, cuando
quedan inalteradas en su caja. También con otras manipulaciones en las que los
animales se ven obligados a estar activos durante el dia con una rueda de actividad, se
observa una reducciéon de la actividad nocturna similar a la descrita por nosotros
(Mrosovsky, 1996; Hut y col., 1999; Mistlberger, 1994). La persistencia de este efecto
durante los fines de semana confirma que los efectores estdn desacoplados de la
transmision de sefiales horarias por el SNC y que 2 dias de fin de semana no son
suficientes para recuperar y reajustar su ritmicidad. Esa perturbacién confirma lo que
sucede en humanos, ya que los trabajadores nocturnos no pueden reajustar su actividad
a las senales horarias del ciclo L/O en tan solo 2 dias.

Aunque la ingestion diaria total de alimento fue similar en todos los grupos, las ratas
TFD, presentaban un aumento en su peso corporal en mayor proporcion que los

controles, mientras que las ratas TFA se mantuvieron con un menor peso corporal que



los controles. Un factor que influye en esta propension puede ser una disminucion de la
actividad en las ratas TFD, mientras que la actividad aumentd en el grupo TFA. Este
factor junto con la alimentacién en el momento equivocado, fuera de fase con las
seiales del NSQ, podria haber fomentado el aumento de peso corporal. Una
perturbacion similar y propension para el sobrepeso se ha descrito en los trabajadores
nocturnos y rotatorios (Karlsson, y col., 2001, Karlsson, y col. 2005) y alteraciones en
los patrones de suefio en humanos también se ha vinculado a una propension a la
obesidad (Pearson, 2006; Gangwisch y col., 2005).

Un estudio reciente inform6 que las ratas expuestas a cambios regulares del ciclo L/O
aumentan su peso corporal (Tsai y col., 2005); sin embargo, a largo plazo, el ejercicio
diario en combinacidén con los cambios del ciclo L/O invierte esta ganancia de peso
(Tsai y Tsai, 2007). En el trabajo de Tsai-Tsai, los animales se vieron obligados a
realizar ejercicio en una rueda durante 12 h diarias, cubriendo una distancia de 2,2 km.
En nuestro estudio, las ratas no estaban sometidas a un ejercicio extenso, la rotacion de
las ruedas usadas era lenta ocasionando que las ratas s6lo caminaran 20,6 m/h con un
total de 165 m/ 8 h.

Las ratas TFD no mostraron un ritmo diurno de glucosa, ademés que se observd un
cambio en los ritmos de triacilglicéridos (TAG) ahora presentados en el dia. El ritmo de
glucosa en la sangre depende del NSQ (La Fleur y col., 2001), pero este puede ser
alterado por una privacion de suefio aguda (Knutsson y col., 2007; Simon y col., 2000;
Van Cauter y col., 2007) y modificado por los horarios de alimentacion (Escobar y col.,
1998). Dado que se observo una alteracion en la ritmicidad en las ratas TFD, podemos
asumir que el cambio de actividad estd asociado con una redistribucion o perturbacion
de los patrones de suefio. Por otro lado el pico de secrecion de la hormona de
crecimiento estd directamente relacionados con la fase del suefio y estd bien
documentado que la privacion aguda de sueno se traduce en una perturbacion o incluso
pérdida completa de los picos nocturnos de hormona de crecimiento (Brandenberger y
Weibel, 2004), lo cual pudo influir en la captacion de glucosa por el musculo y la
sintesis de proteina (Moller y col., 1989). Otras hormonas como la grelina, leptina,
prolactina y corticosterona también pudieron influir en el estado metabolico y la
absorcion de glucosa por las células (Simon y col. 2000), ya que la privacion de sueiio
suprime la ritmicidad y disminuye los niveles de hormonas pancreaticas (Schmid y col.,

2007), de leptina, prolactina y hormona de crecimiento, pero no de corticosterona



(Everson y Crowley, 2004). Por lo tanto, la pérdida en el ritmo de glucosa en las ratas

TFD puede tener una causa multifactorial que debe ser estudiado mas a fondo.

El patron invertido de TAG observado en las ratas TFD se debe probablemente a la
ingesta diurna de alimentos en la rutina de trabajo. En los tres grupos el pico de TAG se
observod 3-4 h después del inicio de actividad, que para los grupos TFD y TFA
representa la introduccion de las ratas a la rueda, y en el grupo control, representa el
inicio de la fase oscura, esto sugiere que para los tres grupos el pico de TAG sigui6 a la
apariciéon de la conducta de alimentacion. Las presentes observaciones encontraron
apoyo en estudios de trabajadores humanos, en donde el pico de TAG se observan de
manera postprandial 3-4 horas después de una comida (Ribeiro y col. 1998). Ademas,
algunos estudios reportan aumento de las concentraciones de TAG durante los turnos
de trabajo, sin embargo este hallazgo no es coherente en todos los estudios (Boggild y
Knutsson, 1999).

Los ritmos metabdlicos y el aumento de corticosterona nocturna no fueron modificados
por la actividad forzada durante la fase de suefio. El ritmo diario de corticosterona
depende del NSQ (Buijs y col., 2003) sin embargo con horarios restringido de alimento,
las ratas muestran un pico de corticosterona que anticipa al tiempo de la comida y
restaura la ritmicidad en ratas con lesiones bilaterales del NSQ (Krieger y Herbert,
1978). Los datos reportados aqui indican que, a pesar de la actividad forzada y la
alimentacion diurna el ritmo de corticosterona permanecio fijo a las sefiales temporales
transmitidas por el NSQ y al ciclo L/O.

Teniendo en cuenta que las ratas comieron principalmente durante sus horas "de
trabajo", el aumento de corticosterona observado cuando las ratas fueron introducidas a
las ruedas podria estar relacionado a una conducta de anticipacion al alimento. El hecho
de que niveles altos de corticosterona en este momento no se asocien con un aumento en
la glucosa, pareceria sorprendente, sin embargo, se sabe que con otros estimulos que
elevan la corticosterona tampoco se observa un aumento de la glucosa (Kalsbeek y col.

2004).

Las pautas temporales de las proteinas PER1 y PER2 en ratas TFD confirmaron que la
actividad del NSQ permaneci6 sincronizada con el ciclo L/O, que es la principal sefial
de sincronizacién. Similarmente el acceso restringido a una rueda de actividad

(Dallmann y Mrosovsky, 2006), la administraciéon de anfetaminas (Masubuchi y col.,



2000) y horarios restringidos de alimento (Hara y col., 2001; Wakamatsu y col 2001)
modifica los patrones temporales de la actividad, ritmos metabolicos y periféricos, pero
no cambian la ritmicidad del NSQ, que se queda sincronizado al ciclo L/O.

Debido a que el alimento ha mostrado ser una fuerte sefial sincronizadora que desacopla
a los osciladores periféricos del NSQ (Damiola, y col. 2000., Hara, y col. 2001,
Stokkan, y col. 2001), podemos sugerir que el factor principal que promueve la
desincronizacion interna en nuestro modelo del trabajo nocturno es la combinacion de la
actividad y la alimentacion durante la fase de suefio y la resistencia del NSQ a cambiar

y que permanece sincronizado al ciclo L/O. Este aspecto se estudid en la etapa 3.

En conclusion, el presente estudio demuestra que la exposicion diaria a una rueda de
actividad forzada durante la fase de descanso es un buen modelo para estudiar los
mecanismos subyacentes a la desincronizacion interna en trabajadores nocturnos y con
trabajo rotatorio. Con este modelo se pudo determinar que la desincronizacion se da
principalmente por una pérdida de acoplamiento entre el NSQ y sus efectores asociados

con la conducta y el metabolismo.



ETAPA 2

ANALISIS INMUNOCITOQUIMICO DE NUCLEOS HIPOTALAMICOS
IMPLICADOS EN EL METABOLISMO Y LA VIGILIA, EN ANIMALES
SOMETIDOS A TRABAJO DURANTE SU FASE DE DESCANSO.

En esta etapa, nos propusimos determinar el origen de la desincronizacion observada en
los ritmos metabdlicos y conductuales. Para ello nos preguntamos si los nucleos
hipotalamicos implicados en el metabolismo como el DMH, PVN, ARQ, PVT y en
mantener la vigilia como el HL y PeF estan alterados por la actividad forzada durante la
fase de descanso, promoviendo la desincronizacion interna desde un nivel central. Para
esto, caracterizamos los ritmos diurnos de la inmunoreactividad de c-Fos como

marcador de actividad neuronal y de la proteina PER1 como marcador de ritmicidad.

OBJETIVOS
- Determinar el efecto del trabajo nocturno, utilizando el modelo de actividad
forzada, sobre diferentes ritmos de estructuras hipotalamicas.
- Caracterizar el origen de la desincronizacion interna comparando el ritmo del

NSQ con sus efectores hipotalamicos.

HIPOTESIS

- El “trabajo nocturno” en ratas producira una desincronizacién en la expresion de
c-Fos y PERI1 en nucleos hipotalamicos relacionados con el metabolismo y la

vigilia

- Laactividad forzada durante la fase de descanso, provocara que el NSQ pierda

su relacion de fase con sus efectores.

MATERIALES Y METODOS

ANIMALES Y DISENO EXPERIMENTAL

Las ratas utilizadas se mantuvieron con las mismas condiciones a las descritas en la

pagina 34.



En esta etapa, se utilizaron 2 grupos;

Grupo control: Se mantuvo en registro conductual en el cuarto de registro sin
manipulacion durante 5 semanas, con alimento y agua ad libitum. (C-AL).

Grupo experimental se siguio el protocolo de trabajo durante la fase de descanso (T-

AL) idéntico al descrito en la pagina 41. (Fig.17).

INMUNOHISTOQUIMICA PARA PER1 Y C-FOS

Después de 5 semanas, durante los ultimos dos dias de trabajo, los animales se
perfundieron cada 3 horas (n=5 por punto temporal) para completar un ciclo de 24
horas. Esta manipulacion se realizd de manera idéntica a la descrita en la metodologia

de la etapa 1 (Pagina 42-43).

DOBLEINMUNO PARA C-FOS Y OREXINA A

Una serie de cortes, se incubaron por 72 horas a 4°C con un anticuerpo para la proteina
c-FOS hecho en conejo (Alpha Diagnostic International) diluido 1:2500 en SuperMix
(0.25 % de gelatina, 0.5 % de triton X-100 en PBS pH 7.6), y un anticuerpo primario
para Orexina A hecho en cabra (Santa Cruz biotechnology, USA) diluido 1:2500 en
SuperMix.

Después de dos dias de incubacion las secciones se lavaron 3 veces por 10 minutos en
PBS, y posteriormente se incubaron por 2h con un anticuerpo secundario biotinilado
1:200 (Anti-conejo hecho en cabra; Vector laboratorios) en SuperMix. Al finalizar las
dos hrs. de incubacion se lavaron 3 veces por 10 minutos en PBS y los cortes se
incubaron en una solucion de avidina-biotina peroxidasa al 0.9% (Vectastain Elite ABC
Kit; vector Labs, USA) por 2 horas a 4°C.

Al finalizar la incubacidn, los cortes se lavaron 3 veces por 10 minutos en PBS y al
finalizar el ultimo lavado, se visualizaron con diaminobenzidina (0.5 mg/ml, en buffer
de trizma a pH 7.2), con 100 pul de niquel (50 mg en Sml de H,O), 100 ul de cobalto (50
mg en 5Sml de H,0) y peroxido de hidrogeno al 30% (35 ul/100 ml), dando un color
negro azulado.

Al finalizar el revelado de la proteina c-Fos se inici6 el revelado para orexinas. Las
secciones se lavaron 3 veces por 10 minutos en PBS y se incubaron por 2 horas con un
anticuerpo secundario biotinilado 1:200 (Anti-cabra hecho en conejo; Vector

laboratorios) en SuperMix. Al finalizar las dos horas de incubacidon se lavaron 3 veces



por 10 minutos en PBS y los cortes se incubaron por segunda vez en una solucion de
avidina-biotina peroxidasa al 0.9% (Vectastain Elite ABC Kit; vector Labs, USA) por 2
horas a 4°C. Posteriormente se revelaron con diaminobenzidina (0.5 mg/ml, en buffer de
trizma 7.2) y peroxido de hidrogeno al 30% (35 wl/100 ml), que dio un color
citoplasmico café.

Al finalizar el segundo revelado, se lavaron los cortes 3 veces por 5 minutos y cada
corte fue montado en laminas (porta-objetos) gelatinizadas y deshidratadas en una serie
de alcoholes y aclaradas con xilol para posteriormente ser cubiertas con cubreobjetos y

Permount (Fisher Chemicals).

CONTEO CELULAR
Para cuantificar la expresion de c-FOS y PER1 en el ARQ, NSQ, PVN, PVT, DMH, y

exclusivamente ¢ Fos en el HL y PeF. Se escogieron 3 secciones representativas de
cada nucleo de acuerdo con el atlas estereotaxico de Paxinos y Watson (1998) como se

indica en la tabla 3.

TABLA 3. Niveles en el plano antero-posterior de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson
(1998), de los que se seleccionaron las secciones para analizar la expresion de la
proteina c-Fos y Perl.

ESTRUCTURA Secc. anterior Secc. medial  Secc.posterior

ARQ 2.12 2.56 3.14
DMH 2.8 3.14 3.30
HL y PeF 2.8 3.14 3.40
NSQ 0.92 1.20 1.40
PVN 1.6 1.88 2.12

PVT 1.80 1.88 2.12




Las imagenes fueron examinadas bajo un microscopio de luz (Nikon Eclipse E600;
Nikon, Tokio, Japon) y capturadas a una ampliacion 20X y se utilizd un sistema
computarizado de andlisis de imagenes para digitalizar imagenes y evaluar el nimero de
células inmunopositivas a cada anticuerpo (Image-Pro, Plus. 5.1)..

Los nucleos inmunoreactivos fueron contados bilateralmente por un observador que fue
ciego a las condiciones experimentales. Para evitar el nimero de falsos positivos, se
determind en una region cercana que carece de PER1 o ¢-FOS la densidad optica del
fondo. Las células marcadas que alcanzaron o superaron dos veces la densidad optica
del fondo fueron contadas, mientras las c€lulas por debajo de este umbral fueron
descartadas. La media de los valores se representa con curvas temporales y se

compararon con un ANOVA de dos vias para los factores grupo y tiempo.

RESULTADOS

EXPRESION DE C-FOS

En las ratas Control, el ARQ, el LH y el PeF presentaron su acrofase justo en el
momento de apagarse la luz que corresponde a ZT12 (Fig. 24); el DMH, y el PVN no
mostraron un ritmo diurno en la inmunoreactividad de la proteina c-Fos (Fig. 25).

Ademas, el ritmo diurno de la proteina c-Fos en el NSQ mostr6 su acrofase a la mitad

del ciclo L/O en ZT6. (Fig. 26)

En los nucleos del hipotdlamo; ARQ, PeF y HL de los animales sometidos a actividad
durante su etapa de descanso (T-AL), mostraron un adelanto de fase en la expresion de

c-Fos en comparacién con los animales control (Fig.24).

El nucleo arqueado ARQ, mostré su acrofase en ZT6, y su nadir en ZT18, ndtese que el
valor maximo ahora se encontrd asociado al tiempo en que los animales estaban activos
y comiendo en la rueda de actividad. El ANOVA de dos vias, indicé una diferencia en
el tiempo (F (3,8)=0.64; P<0.04) pero no confirm6 una diferencia entre grupos (F

(1,8)=0.18; N/S), ni en la interaccién del grupo con el tiempo. (F(3,8)=2.63; N/S).



El HL en el grupo T-AL mostré mayor amplitud que los controles (Fig. 24), mostrando
valores altos en ZT6 y ZT12 (P<0.001), y valores bajos similares al control en ZTO y
ZT18. El ANOVA de dos vias, confirmé una diferencia entre grupos (F(1,8)=6.85;
P<0.03), ademas de una diferencia en el tiempo (#(3,8)=6.99; P<0.01) pero no una

diferencia en la interaccion de ambos factores. ( F(3,8)=3.13; N/S).

El PeF también mostr6 valores elevados en ZT6 y ZT12 (P<0.001) y valores bajos en
ZT0. El ANOVA de dos vias, no indico una diferencia entre grupos (F(1,8)=0.18; N/S),
pero si una diferencia en el tiempo (F(3,8)=3.73; P<0.04) y no diferencia en la

interaccion de ambos factores. ( F(3,8)=2.99; N/S).

El DMH, mostré un ritmo en la inmunoreactividad de c-Fos el cual fue impuesto por la
manipulacion ejercida al grupo T-AL ya que no se observa en el control. El ritmo del
PVN no se modifico con la manipulacién de los animales ya que no se observa un
ritmo, al igual que los animales control (Fig.25). Por otro lado el ritmo de la proteina c-
Fos en el NSQ no se vio alterado, pero se observo un efecto en la amplitud del ritmo ya

que hubo una reduccion en la actividad del NSQ (Fig.26).

El DMH que en condiciones ad libitum no mostrdé un ritmo claro durante las 24 hrs.
(Figura. 25), en las ratas T-AL mostr6 un patron ritmico claro, presentando su acrofase
en ZT6 y su nadir en ZT18, notese que el valor maximo se encuentra asociado al tiempo
en que los animales estan despiertos y comiendo en la rueda de actividad. E1 ANOVA
de dos vias confirm6 una diferencia significativa, entre grupos (F(1,8)=6.40; P<0.03)

pero no en la interaccion del trabajo con el tiempo. (F(3,8)=6.91; p< 0.03).
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Figura 24. Patrones temporales para células Fos-IR en estructuras hipotalamicas de ratas
control (C-AL) y de ratas sometidas a trabajo durante su etapa de descanso (T-AL). Un
adelanto de fase asociado al tiempo de trabajo, se puede observar en todas las estructuras en las
ratas T-AL. Las barras blancas y negras representan el ciclo luz/oscuridad y la barra gris dentro
de la blanca, la hora en que las ratas trabajaban en la rueda. Los * representan una diferencia
significativa entre el grupo C-AL y T-AL obtenida con la prueba de Tukey post hoc (P<0.03).
Arq; nucleo arqueado, HL; hipotalamo lateral y PeF; nticleo perifornical.

De igual manera, el PVN no mostr6 cambios significativos en las ratas T-AL en todos
los puntos temporales analizados, aunque existe una clara tendencia de ritmicidad con
su acrofase asociada al inicio de la actividad en la rueda. (Fig.25). El ANOVA de dos
vias no mostr6 una diferencia significativa, ni entre grupos (F(1,8)=0.45; N/S) ni en la

interaccion del trabajo con el tiempo. (F(3,8)=0.30; N/S).
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Figura 25. Patrones temporales para células Fos-IR en estructuras hipotalamicas en ratas
control (C-AL) y en ratas sometidas a trabajo durante su etapa de descanso (T-AL). Se puede
observar un ritmo claro en la actividad de ambos nucleos hipotalamicas, el cual es inducido por
el trabajo nocturno. Las barras blancas y negras representan el ciclo luz/oscuridad y la barra gris
dentro de la blanca la hora en que las ratas trabajaban en la rueda. Los * representan una
diferencia significativa entre el grupo C-AL y T-AL obtenida con la prueba de Tukey post hoc
(P<0.03). DMH; nticleo dorsomedial del hipotdlamo, PVN; nucleo paraventricular del
hipotalamo.

En el NSQ no se observaron diferencias significativas en los tiempos de la acrofase y
valle en ambos grupos, mostrando un ritmo claro con su pico en ZT6 y valle en ZT18.
Sin embargo, el nimero de células inmunoreactivas de c-Fos en el NSQ del grupo T-AL
disminuyo significativamente en todos los puntos temporales, lo que nos sugiere que el
NSQ se encuentra tonicamente inhibido en el grupo T-AL (Fig 26). E1 ANOVA de dos
vias mostro una diferencia significativa, entre grupos (F(1,8)=16.94; P<0.003) pero no

en el tiempo ( F (3,8)= 3.53; N/S, ni en la la interaccion del trabajo con el tiempo

(F(3,8)=0.04; N/S). NSQ
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Figura 26. Patrones temporales para células Fos-IR en el nucleo supraquiasmatico de ratas
control (C-AL) y en ratas sometidas a trabajo durante su etapa de descanso (T-AL). El grupo T-
AL muestra una ligera inhibicion en su actividad. Los * representan una diferencia significativa
entre el grupo C-AL y T-AL; post hoc (P<0.03). Mas detalles ver Fig.25.



EXPRESION DE PER1

En las ratas control, el ritmo diurno de PER 1 se observd en varios nucleos
hipotaldmico; NSQ, DMH, ARQ, PVN y PVT, sin embargo en el HL y en el PeF no se
observo la expresion de Perl a ninguna hora.

Como ya se ha descrito, el NSQ mostrd su acrofase justo en el momento de apagarse la
luz, lo cual equivale a ZT12. El grupo T-AL no modificé este ritmo presentandose
idéntico al grupo control (Fig.27). E1 ANOVA de dos vias no indico diferencias
significativas entre grupos (F(1,13)= 1.28; N/S), pero si en el tiempo (£(3,13)=33.83;
P<0.001), pero no en la interaccion ambos factores (F (3,13)=1.07; N/S).
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Figura 27. Patrones temporales para células inmuno positivas a PER1 en el nticleo
supraquiasmatico de ratas control (CAL) y en ratas sometidas a trabajo durante su etapa de
descanso (T-AL). No existen diferencias ni en el ritmo no la amplitud entre ambos grupos. Mas
detalles ver Fig.23.

En el grupo control el ARQ, el PVN y el PVT presentaron su acrofase justo en el
momento de encenderse la luz; mientras el DMH no mostré un ritmo diurno en la
inmunoreactividad de la proteina PER1. (Fig.28).

El trabajo durante la fase de descanso ocasion6 cambios de fase en el ARQ y el PVT,
presentando ahora sus picos de actividad durante las horas de trabajo que es cuando las
ratas estaban activas y alimentdndose. Para el ARQ el ANOVA de dos vias indicod
diferencias significativas entre grupos (£(1,8)=12.8; P<0.01), un efecto significante en
el tiempo (F(3,8)=2.27; P<0.01) pero no en la interaccion de ambos factores.
(F(3,8)=0.89; N/S). Para el PVT el andlisis estadistico indic6é una diferencia
significativa entre grupos (F(1,12)=6.44; P<0.02), pero no en el tiempo (£(3,12)=0.92;
N/S) ni en la interacciéon del grupo por tiempo (F(3,12)=0.39; N/S).
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Figura 28. Patrones temporales de células inmunopositivas a PER 1 en estructuras
hipotalamicas de ratas control (C-AL) y de ratas sometidas a trabajo durante su etapa de
descanso (T-AL). Un adelanto de fase asociado al tiempo de trabajo, se puede observar en el
ARQ y el PVT. El ritmo de PER1 en el DMH es inducido por el trabajo nocturno y el PVN es la
unica estructura que no muestra una modificacion para PER 1. Las barras blancas y negras
representan el ciclo luz/oscuridad y la barra gris dentro de la blanca, la hora en que las ratas
trabajaban en la rueda. Los * representan una diferencia significativa entre el grupo C-AL y T-
AL obtenida con la prueba de Tukey post hoc (P<0.03). Arq; nicleo arqueado, PVT; nucleo
paraventricular talamito, DMH: Nucleo dorsomedial del hipotalamo y PVN; nucleo
paraventricular del hipotalamo.

En el DMH no se observd una expresion ritmica de la proteina PER1 en el grupo
control (Fig.28), sin embargo el grupo T-AL indujo el ritmo de la proteina PER1 con
un pico en ZT18 (8h después de que se regresan a sus cajas), aunque con valores mas
bajos que los mostrados a lo largo del dia por el control. El andlisis estadistico indic6
diferencia significativa entre grupos (F(1,10)=2.56; P<0.0001), pero no un efecto
significativo en el tiempo (F(3,10)=0.18; N/S) ni en la interaccion de ambos factores

(F(3,10)=0.16; N/S).



Finalmente, en el PVN el grupo control mostrdé un patrén diurno en la expresion de la
proteina PER1, con un pico en ZTO0, el cual no se modific con la rutina de trabajo
(Fig.28). El analisis estadistico no indico diferencias significativas entre grupos
(F(1,9)=1.12; N/S), ni un efecto significativo en el tiempo (F(3,9)=2.57; N/S) ni en la
interaccion del grupo y tiempo (£(3,9)=0.52; N/S).

DISCUSION

En esta etapa del estudio proporcionamos evidencia de que la actividad forzada y el
consumo de alimento durante las horas de descanso alteran no sélo la conducta sino
también los patrones ritmicos y de activacion neuronal de varios nucleos hipotaldmicos
involucrados en el metabolismo y la conducta. Esto pudiera ser la causa probable de la
desincronizacion interna bajo el régimen de trabajo nocturno.

En las ratas T-AL los nucleos hipotalamicos relacionados con la regulacion metabolica
como ARQ, DMH y PVN, asi como aquellos asociados con el alertamiento e inicio de
la actividad como el HL y el area PeF, mostraron un adelanto de fase, asociado al nuevo
horario de actividad y alimentacion. Por el contrario la actividad del NSQ disminuy6 en

todos los puntos temporales.

Patrones similares se observan en el ritmo de la proteina reloj PER 1 en los mismos
nucleos hipotalamicos relacionados con la regulacion metabdlica y alertamiento, éstos
mostraron un adelanto de fase asociado al inicio de la actividad para los nicleos ARQ,
PVT, DMH y PVN, sin embargo el NSQ no mostré cambio en su ritmicidad. Lo que
nos confirma una desincronizacion interna ya que los osciladores periféricos perdieron

su relacion de fase con el reloj biologico.

En la actualidad se conoce que una serie de estructuras en el sistema nervioso central
(SNC), asi como drganos en la periferia tienen la capacidad de oscilar tanto a nivel
central como periférico y que estos osciladores se encuentra organizados de una manera
jerarquica, en donde un reloj central mantiene al control de todos los demas osciladores
circadianos con el fin de proveer un control ritmico de todas las funciones del
organismo (Reppert y Weaver, 2002). El control ritmico de todos estos osciladores
depende del reloj circadiano central o NSQ, que al transmitir a todo el organismo su
sefial de tiempo mantiene sincronizadas todas las funciones y la conducta para que

oscilen con un orden de acuerdo a las fluctuaciones externas del dia y la noche. Con ello



se mantiene un “orden temporal interno” que permite el buen funcionamiento del
cuerpo.

El ser humano es esencialmente diurno, por lo tanto esta preferentemente activo durante
el dia, tomando las horas de descanso durante la noche. Por lo tanto las senales
temporales que sincronizan al reloj bioldgico del ser humano son muy variadas. Las
mas evidentes son claves periddicas (de 24 horas) del ambiente, de las cuales la
principal es el ciclo de dia/noche; sin embargo, también influyen sobre el reloj como
sincronizadores, sefiales artificiales como la organizacion de horarios de trabajo, el
esparcimiento, y otros compromisos sociales; asi como la propia actividad fisica y
cognitiva del individuo. Los horarios de comidas también son fuertes claves de tiempo
para los osciladores cerebrales y periféricos debido a los cambios metabdlicos
producidas por la comida y necesarios para la sintesis de los neurotransmisores

involucrados en la transmision sinaptica (Winget y col. 1984).

Al existir la presencia de una sefial no fotica fuerte como el alimento, se sugiere la
existencia de fuertes mecanismos de desacoplamiento interno del reloj hacia la hora en
que se presenta el estimulo. Se ha visto que a nivel conductual, la exposicion a la luz
genera un cambio de fase en la actividad del animal, adelantandose la actividad hacia la
hora en que se presenta el alimento. (Angeles-Castellanos y col. 2007, 2008, Segall y
col. 2008, Hara y col. 2001,). Esto se observa claramente en aquellos nucleos

involucrados en la regulacion metabolica como el ARQ, DMH, HL, PVN.

Este estudio confirma que el alimento provocar un avance de fase en varios osciladores
periféricos asociados con el metabolismo. Varios estudios han encontrado un avance de
fase en nucleos asociados al metabolismo y reforzamiento siempre asociado a la hora de
alimentacion (Angeles-castellanos y col. 2007, 2008, Segall y col. 2008, Hara y col.
2001, Stokkan y col. 2001, Stephan y col. 2001).

La diferencia es que solo les permiten el acceso al alimento por 2-3 horas en las cuales
las ratas obtienen todo el alimento necesario.(Hara y col. 2001, Angeles-Castellanos y
col. 2007), o algunos protocolos donde el alimento es hipocaldrico (Challet y col. .
1998, Mendoza y col. 2007). Estas ratas bajo el protocolo de restriccion en el acceso al
alimento muestran una conducta anticipatoria, conocida como anticipacion al alimento.

(AA). Sin embargo las ratas T-AL muestran un cambio de fase en los nucleos



hipotalamicos asociados con el alimento, aunque el alimento esta ad libitum (Salgado-

Delgado y col. 2008).

El avance de fase observado en nuestros datos también puede estar relacionado con la
actividad locomotora, ya que se sabe que los estimulos no luminosos como la actividad
y el alimento, generan principalmente grandes avances de fase cuando se aplican
durante el dia circadiano, un tiempo en el cual el reloj no es sensible a la luz
(Mrosovsky, 1995,1996). Por otro lado, a nivel molecular los estimulos no-féticos
producen una supresion de genes como per, a la hora en la cual los niveles de dicho
gene son maximos, que como consecuencia puede traer un avance de fase de algunas
estructuras, como las aqui observadas en ARQ y PVT, aunque el ritmo del reloj no se
modifico (Maywood y col. 1999; Horikawa y 2000; Maywood y Mrosovsky, 2002).
Los mecanismos neuroanatdémicos que subyacen a la sincronizacién no luminosa, no
son del todo claros. Sin embargo, existe evidencia de que son mediados por las
proyecciones que llegan directamente al NSQ, provenientes tanto de la hojuela
intergeniculada lateral del talamo (HIL), a través del tracto geniculo-hipotalamico, y de
los nucleos del rafe y del PVT utilizando el glutamato como neurotransmisor (Meyer-
Bernstein y Morin 1996; Mrosovsky 1996). Por ejemplo, las lesiones ya sea del HIL o
de las vias serotoninérgicas hacia el NSQ bloquean los cambios de fase por estimulos
no luminosos (Biello y col 1991; Wickland y Turek, 1994; Cutrera y col. 1994; Penev y
col. 1995; Maywood y col. 1997).

El ritmo en la actividad del reloj medido con la proteina c-Fos, se observo ligeramente
inhibido. Esto puede ser debido a que la exposicion a la luz durante la noche circadiana
incrementa la tasa de disparo de las neuronas del NSQ, asi como la expresion de genes
reloj (Aschoff y col. 1981) y esto es necesario para inhibir la actividad de la rata y que
pueda descansar. En el caso de las ratas T-AL, la actividad forzada provocaria una
inhibicién en la actividad del NSQ, lo que a nivel conductual generaria un cambio de
fase en la actividad del animal (Meijer 2001). Aunque el ritmo del NSQ no se ve

afectado ya que el ciclo L/O no se modifico.

La evidencia aqui mostrada de que el alimento durante la noche puede fortalecer el
ritmo de glucosa, asi como evitar el cambio del ritmo de triacilglicéridos y temperatura

sugiere que se deben considerar los horarios de alimentacion para disefar una estrategia



que permita restablecer la ritmicidad en los individuos sometidos a trabajo nocturno o

jet lag.

Por lo tanto nuestros datos pudieran sugerir que la combinacion de dos estimulos no
foticos como la actividad y el nuevo horario de alimentacion sean sefiales fuertes para
algunos osciladores periféricos que participan directa o indirectamente en el cambio de
fase del ritmo y actividad neuronal, manteniéndose sincronizado el reloj con el ciclo
L/O. Algunos trabajos apoyan esta hipdtesis (Amir y col 1999a; 1999b, Governale y
col. 2001, Granados-Fuentes y col. 2004).

En conclusion, nuestros datos proporcionan otra pieza de informacion acerca de las
estructuras involucradas o modificadas por el trabajo nocturno y el alimento. Por lo que
seria relevante explorar con el presente modelo experimental el efecto unico del

alimento sobre los nticleos hipotalamicos y de la actividad durante su etapa de descanso.



ETAPA 3

EL ALIMENTO EN LA ETAPA DE DESCANSO, COMO POSIBLE CAUSA DE
LA DESINCRONIZACION INTERNA

En el tercer experimento, exploramos la influencia que tiene el alimento durante el
trabajo como posible causa de la desincronizacion interna, observada en los animales
sometidos al protocolo de trabajo nocturno.

OBJETIVOS

- Determinar el efecto de horarios restringidos de alimento sobre los ritmos
circadianos metabdlicos y conductuales en ratas sometidas al protocolo de

trabajo nocturno.

HIPOTESIS

- La desincronizacion interna que se observa en los trabajadores nocturnos se debe
a la alimentacidn durante el trabajo.

- El alimento durante la fase de reposo desacopla los osciladores periféricos del
reloj bioldgico principal.

- El alimento durante la fase de reposo promueve el aumento de peso en el
trabajador nocturno.

- Los horarios de alimento restringidos a la fase nocturna serdn una buena
estrategia para evitar el desacoplamiento de los osciladores periféricos en el

modelo trabajo nocturno en ratas.

MATERIALES Y METODOS

ANIMALES Y GRUPOS

Las ratas utilizadas se mantuvieron con las mismas condiciones a las descritas en la
pagina 38.
Para poder determinar la influencia del alimento en el trabajo nocturno, se dividieron las

ratas en 2 grupos (control y experimental); tanto los controles como los grupos de



trabajo se dividieron a su vez en 3 grupos segun las condiciones de alimentacion (Tabla

4).

GRUPO | CONDICIONES DE ALIMENTACION | NOMBRE
Sin trabajo + Ad libitum C-AL
Control Sin trabajo + Comen de dia C-CD
Sin trabajo + Comen de noche C-CN
Trabajo + Ad libitum T-AL
Experimental Trabajo + Comen de dia T-CD
Trabajo + Comen de Noche T-CN

Los grupos control: Se mantuvieron en el cuarto de registro de conducta sin
manipulacion durante 5 semanas y sometidos a diferentes condiciones de alimentacion.
(Tabla 4):

C-AL: alimento ad libitum

C-CD: alimento solamente durante el dia

C-CN: alimento solamente durante la noche

Los grupos experimentales: Los sujetos se dejaron en registro de linea base por una
semana y se les sometio a la rutina de trabajo en la rueda de actividad forzada por 5
semanas con diferentes condiciones de alimentacion (tabla 4):

T-AL: acceso ad libitum al alimento

T-CD: alimento tnicamente durante el dia

T-CN: alimento tnicamente durante la noche.

PROTOCOLO DE TRABAJO

Los sujetos se dejaron en registro de linea base por una semana, en la segunda semana
se inicio la fase de trabajo. Para ello, se sacd a cada rata de su caja de registro y se
colocd en una rueda de actividad cerrada y conectada a un motor que genera

oscilaciones lentas y constantes (1 revolucion / 2.5 minutos) obligandolas a moverse



(trabajar) 8 horas diarias durante la fase de luz (etapa de descanso) de 9 a.m. a 5 p.m.
(ZT2. ZT10) de lunes a viernes. Este procedimiento se sigui6 por 4-5 semanas. Después
de las 8 horas de trabajo los animales se regresaban a su caja de registro hasta el
siguiente dia.

Los fines de semana se mantuvieron sin manipulacion dentro de sus cajas habitacion de

registro y los tres grupos con alimento ad libitum.

MONITOREO DE PESO CORPORAL E INGESTA DE ALIMENTO

Los animales se pesaron al inicio del estudio y una vez por semana durante la fase de
trabajo, (jueves) siempre el mismo dia y a la misma hora. El alimento se pes6 1 vez a la

semana (viernes) a las 9 de la mafiana para medir el consumo de alimento diario total.

LA DETERMINACION DE LOS RITMOS DE METABOLITOS METABOLICOS

Para obtener el suero, al final de la 4* semana de trabajo a las ratas se les insertd una
canula en la vena yugular de la misma manera como se describi6 en la etapa 1. Durante
la quinta semana de trabajo se obtuvieron muestras de sangre cada 3 horas para
completar un ciclo de 24 horas, siguiendo la misma metodologia que en la etapa 1.

La glucosa fue estimada por una muestra de 10-ul usando un Kit comercial de
colorimetria (No. 70478; Hycel de México), en el que se basd la reaccion entre la
glucosa y fenol-4-amimofenazona como cromogeno y fue medido a 500 nm, con un
espectrofotometro (Novaspec II Visible, Amersham Pharmacia Biotech, Cambridge,
England).

Los TAG fueron evaluados con un kit comercial (no. B01-4512-01, SERA-PAK plus,
Bayer, Sees, Francia) por cuantificacion a 4-aminoantipiridin a 500 nm, lo que es

proporcional al glicerol producido por hidrolisis enzimatica de una muestra de 10-pl.

MONITOREO DE LA TEMPERATURA CORPORAL.

Para determinar la temperatura corporal se utilizo otra serie de ratas que se asignaron a
los grupos control y a las tres condiciones de trabajo (n=8 por grupo), con condiciones
diferentes de alimentacion (C-AL, C-CD, C-CN, T-AL, T-CD y T-CN).

Para monitorear la temperatura se utilizaron censores colocados en el abdomen. Para
insertar estos sensores después de la segunda semana de trabajo, los animales fueron
anestesiados con una mezcla de anestésiscos; Inoketam 1000 (Virbac 0,1 ml/100g) via

intraperitoneal y Xilazina (Procin 0.08 ml/100g ) via intramuscular. Se realiz6 una



pequefia incision en la cavidad abdominal, introduciendo un sensor para medir
temperatura (iButton Sensor-Temperature Logger; Maxim Integrated Products, Dallas
Semiconductor, USA) totalmente esterilizado. Se cerrd la incision en capas con hilo
para suturar catgut 000. Las ratas se dejaron en recuperacion durante el fin de semana y
el siguiente lunes se retomo el protocolo de trabajo.

Los iButtons se programaron previamente para que guardar datos de temperatura cada
20 minutos durante las 24 horas por el resto de la manipulacion.

Al final de la manipulacion, las ratas fueron anestesiadas con una sobredosis de
pentobarbital sédico (Sedal-Vet 65 mg/ml), y perfundidas transcardialmente (ventriculo
izquierdo) con 250 ml. de solucién salina (0.9%), seguido por 250 ml de
paraformaldehido al 4% en buffer fosfato (PBS, 0.1 M, pH 7.2) para obtener sus
cerebros que se utilizaron para la etapa 2 de esta tesis; y se recuperaron los iButtons.
Los datos de temperatura se vaciaron a una computadora para observar la distribucién
temporal de la temperatura dia por dia durante la fase experimental y para determinar el

patrén temporal promedio de cada grupo experimental y su control..

MEDICION DE GRASA CORPORAL

Al finalizar la perfusion, se extrajo de cada rata el cerebro, se recuperaron los iButton y
se diseco bilateralmente la grasa abdominal, la grasa retroperitoneal y del epididimo.
Cada tipo de grasa se peso inmediatamente. Los datos obtenidos se capturaron en una

base de datos y se realizaron los analisis correspondientes.

RESULTADOS

RITMOS CONDUCTUALES
En su linea base todas las ratas control (C-AL C-CD, C-CN), y las asignadas al trabajo

en su fase de descanso (T-AL, T-CD y T-CN) exhibieron ritmos claros sincronizados al
ciclo L/D. La actividad nocturna representd para todos los grupos el 66-75% de la
actividad total de las 24 horas, mientras que la actividad diurna fluctud entre 23 y 33%
de la actividad total diaria (Figuras 29-31).

Las ratas C-CN y C-CD mantuvieron un patrén temporal de actividad nocturna similar
durante toda la manipulacion, la cual fue muy similar a la de la linea base y al grupo

control (C-AL).



Figura 29. Actograma representativo en doble representacion de la actividad general de una
rata control con alimento y agua ad libitum.(A). En el actograma, cada linea representa un
dia de registro. En (B) promedio de actividad de 16 ratas control y el porcentaje de actividad
diurno y nocturno. Se observan claramente ritmos diarios sincronizados al ciclo LD. La barra
blanca y negra representa el ciclo LD.

La actividad durante el dia represent6 21.1 y 28.3 % de la actividad total para los grupos
C-CN y C-CD, mientras que la actividad durante la noche represent6 78.9 y 71.1%
respectivamente. Esto puede ser observado claramente en los actogramas y perfiles de

actividad (Figuras 30 y 31).
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Figura 30. Actograma representativo en doble representacion de la actividad general de una
rata que recibia el alimento unicamente durante el dia (C-CD), y agua ad libitum.(A). En el
actograma, cada linea representa un dia de registro. En (B) promedio de actividad de 5 ratas
y el porcentaje de actividad diurno y nocturno. Se observan claramente ritmos diarios
sincronizados al ciclo LD. La barra blanca y negra representa el ciclo LD.
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Figura 31. Actograma representativo en doble representacion de la actividad general de una
rata con alimento restringido tinicamente durante la noche (C-CN) y agua ad libitum.(A). En
el actograma, cada linea representa un dia de registro. En (B) promedio de actividad de 5
ratas y el porcentaje de actividad diurno y nocturno. Se observan claramente ritmos diarios
sincronizados al ciclo LD. La barra blanca y negra representa el ciclo LD.

Las ratas T-AL y T-CD (forzadas a trabajar durante su fase de descanso con alimento ad
libitum y alimento durante el dia) exhibieron a lo largo de las semanas de trabajo un
progresivo decremento en su actividad nocturna como se observa en el actograma y en
los perfiles promedio de actividad obtenidas en los dias de trabajo y sus

correspondientes fines de semana (Fig.32 y 33).

Después de la cuarta semana de trabajo las ratas T-AL y T-CD mostraron durante el fin
de semana una actividad nocturna disminuida con una proporcidon aproximada de 53%
de la actividad total diaria mientras que la actividad diurna habia aumentado a 47% sin

observarse un ritmo diurno significativo (Figs.32 y 33).
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Figura 32. Actograma representativo en doble representacion de ratas T-AL (Izquierda). Los
primeros 7 dias corresponden a la linea base, seguida de 4 semanas bajo condiciones de
trabajo. Del lado derecho se presenta el promedio de actividad para la linea base (Parte
superior) seguida de cada fin de semana (ntimeros 1-4). Las ratas T-AL (n=6) exhiben a los
largo de las semanas un progresivo decremento de su actividad nocturna. El tiempo en la
rueda de actividad, esta representado por los cuadros con lineas diagonales. Mas
indicaciones en Fig.30.



Figura 33. Actograma representativo en doble representacion de ratas T-CD (Izquierda).
Los primeros 13 dias corresponden a la linea base, seguida de 4 semanas bajo condiciones de
trabajo. Del lado derecho se presenta el promedio de actividad para la linea base (Parte
superior) seguida de cada fin de semana (numeros 1-4). Las ratas TFD (n=12) exhiben a los
largo de las semanas un progresivo decremento de su actividad nocturna. El tiempo en la
rueda de actividad, esta representado por los espacios en blanco y el tiempo de acceso al
alimento por una barra gris tenue. Mas indicaciones en Fig.30.

En contraste aquellos animales expuestos a la rueda de actividad pero con alimento
restringido a la noche no mostraron un decremento de su actividad nocturna durante la
semana y fines de semana, a pesar de estar expuestos a la rutina de trabajo forzado
durante su fase de reposo. Durante los fines de semana mostraron una actividad
nocturna con proporciones similares a las que se observaron en la linea base (66-75%)

(Fig.34).



Figura 34. Actograma representativo en doble representacion de ratas T-CN (Izquierda). A
la derecha se presenta el promedio de actividad para la linea base (Parte superior) seguida de
cada fin de semana (numero 1-4). Las ratas (n=12) mantuvieron similares proporciones de
actividad diaria a las observadas en la linea base y en los fines de semana (1-4), las ratas
exhibieron una robusta ritmicidad con una alta proporcion de actividad nocturna. El tiempo
en la rueda de actividad, esta representado por los espacios en blanco, y el tiempo de acceso
al alimento por una barra gris tenue. Mas indicaciones en Fig. 29.

INGESTION DE ALIMENTO Y PESO CORPORAL.
Interesantemente a lo largo de las 4 semanas de manipulacion los 6 grupos consumieron
cantidades similares de alimento (Fig.35), que no se alterd por la hora de acceso a la

comida.
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Figura 35. Promedio de la ingesta total diaria de alimento en los 6 grupos de ratas. Los seis
grupos mostraron un patron de consumo similar, Estos datos se obtuvieron en la 4" semana de
manipulacion en todos los grupos. No hubo diferencias estadisticas entre los valores de todos
los grupos.

A pesar de que la ingesta de alimento total por dia fue semejante en todos los grupos.
Las ratas que trabajaron y se alimentaron preferentemente durante el dia, (T-AL, T-CD)
e incluso aquellas que se alimentaron s6lo durante el dia sin trabajar, (C-CD) ganaron
mas peso que el control (C-AL) y que las ratas que solo se alimentaban de noche (T-CN

y C-CN), lo cual es la fase normal de alimentacion para una rata (Fig.36).

Al final del estudio el aumento de peso comparado con el grupo control (C-AL) fue de
de +12% para las T-AL, de +17% para el grupo C-CD, de + 16% para las T-CD, de
+4% para las C-CN y de 6% para el T-CN. El ANOVA indic6é una diferencia
significativa entre los grupos que comen de dia y los que comen de noche. (F(2.40)=3.46
P<0.04), pero no entre los grupos que trabajan y no trabajan (F(;40)=0.15 N/S) y la
prueba post hoc indico que el grupo T-AL, C-CD y T-CD fueron significativamente
diferentes del grupo control (C-AL) (P<0.001).

Por lo tanto con estos resultados podemos concluir que el alimento a deshoras (durante
la etapa de descanso) es el que ocasiona una ganancia de peso mayor,

independientemente de la actividad.
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Figura 36. Promedio de la ganancia de peso de los 6 grupos de ratas. Note que los tres
grupos que se alimentan durante el dia tienen una mayor ganancia de peso. Los asteriscos
indican una diferencia estadistica de los grupos que se alimentan de dia con los demas
grupos. (P<0.001).

TEJIDO ADIPOSO

Aunque la ingesta diaria total de alimento fue similar en todos los grupos,
independientemente de que trabajaran o no, la grasa acumulada total, fue mayor en los
grupos que se alimentaban durante su etapa de descanso (T-AL, C-CD, T-CD). El
ANOVA indic6 una diferencia significativa entre los grupos que comen de dia con los
que comen de noche (F (240)=32.81; P<0.0001 ), pero no entre los que trabajan y no
trabajan (F (1,40)= 1.94; N/S, pero si una diferencia en la interaccion de ambos factores
(F (2.40)=29.79; P<0.0001 y la prueba post hoc indico que el grupo T-AL, C-CD, T-CD
y C-CN fueron significativamente diferentes del grupo control (P<0.001).

Fue diferencial la acumulacion de grasa en el tejido adiposo, la grasa retroperitoneal y
abdominal se acumularon en mayor cantidad en los grupos que se alimentaron durante
su fase de descanso (dia) con respecto a los que comian durante la noche. (Fig.37 y 38).
El ANOVA para la grasa retroperitoneal indic6 una diferencia significativa entre los
grupos que comen de dia y los que comen de noche (F (2.40)=18.90; P<0.0001), pero no
hubo diferencia entre los que trabajan y no trabajan (F (140=0.40; N/S) pero si hubo
diferencia en la interaccion de ambos factores. (F (2,40=11.21; P<0.001). La prueba post
hoc indic6 que los tres grupos que se alimentaron en su fase de reposo (T-AL, C-CDy

T-CD) fueron significativamente diferentes del grupo control. (Fig.37).



Al igual que con la grasa retroperitoneal, para la grasa abdominal el ANOVA indicé una
diferencia significativa entre los grupos que comen de dia de los que comen de noche
(F(2,40)=29.40; P<0.0001) ), y los que trabajan y no trabajan (F (; 40=13.41; P<0.001)
ademas en la interaccion de ambos factores. (F (240=14.61; P<0.001) y la prueba post
hoc indicdé que el grupo T-AL, C-CD y T-CD también fueron significativamente
diferentes del grupo control (P<0.001). (Fig.37).
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Figura 37. Promedio de la acumulacion de grasa retroperitoneal y abdominal de los 6 grupos
de ratas. Note que los tres grupos que se alimentan durante el dia tienen una mayor acumulacion
de grasa. Los asteriscos indican una diferencia estadistica de los grupos que se alimentan de dia
con los demas grupos. (P<0.001).

Con respecto a la grasa epididimal, ésta se encontrd en mayor cantidad en los grupos
que se alimentan durante su fase de actividad (noche) (C-CN, T-CN), con respecto a los
grupos que se alimentaban tnicamente durante el dia (C-CD, T-AL, T-CD) (Fig.38). El
ANOVA indicé una diferencia significativa entre los grupos que comen de dia y los que
comen de noche (F(240)=30,40; P<0.0001 ) y una diferencia entre los que trabajan y no
trabajan (F (1 40=18.08; P<0.001) pero no hubo diferencia en la interaccion de ambos
factores. (F (240=1.89; N/S, la prueba post hoc indic6 que los grupos C-CN, T-CN y T-
AL fueron significativamente diferentes del grupo control (C-AL) (P<0.001).
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Figura 38. Promedio de la acumulacion de grasa epididimal de los 6 grupos de ratas. Note que
los grupos que se alimentan durante la noche tienen una mayor acumulacion de grasa. Los
asteriscos indican una diferencia estadistica de los grupos que se alimentan de dia con los demas
grupos. (P<0.001).

DETERMINACION DE GLUCOSA Y TRIACILGLICERIDOS

Las ratas control (C-AL) exhiben un pico de glucosa durante la transicion de la fase de
luz a la fase de oscuridad. De igual manera el grupo C-CD mostr6 este pico durante la
transicion de la fase de luz a la fase de oscuridad (en ZT12), indicando que la
alimentacion restringida no modifica el patron temporal de glucosa. En el grupo que
comié solamente de noche C-CN, el pico nocturno se fortaleci6 y mostr6 mayor
amplitud que el grupo control ad libitum. E1 ANOVA de dos vias, indico un efecto
significativo por el trabajo (F (2,144=3.36; P<0.03), confirmoé un efecto en el tiempo de
alimentacion (F (7,144=22.79, P< 0.0001 y en la interaccion de ambos factores (F

(14,144):21.34; P<0.0001).

Las ratas que trabajaron y preferentemente comieron de dia T-CD y T-AL no se observo
ritmicidad de la glucosa sanguinea (Fig.39 B). En cambio en el grupo T-CN, que
solamente comi6 de noche se observo un ritmo robusto con acrofase durante la noche
similar al C-CN. Es importante resaltar que el trabajo en la fase de reposo cuando no se
acompafia de alimentacién no cambia la fase del ritmo de glucosa. Para los grupos que
trabajaban en la rueda de actividad en su etapa de descanso (T-AL, T-CD y T-CN), la

ANOVA de dos vias, indic6 una diferencia significativa entre grupos (F (2,152=12.65;



P<0.0001), ademas de una diferencia por el tiempo de alimentacion (F (7,152=6.89;

P<0.0001) y en la interaccion de ambos factores. (F (14,152=9.87; P<0.0001).
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Figura 39. Perfil temporal (medias + SEM), para glucosa de los grupos que no trabajan (A),
y para los grupos con trabajo y expuestos a diferentes tiempos de alimentacidon (B). Las
barras blancas y negras representan el ciclo L/O, las barras con rayas diagonales en la grafica
B representan el tiempo de actividad en la rueda. Asteriscos indican diferencia estadistica
entre los valores altos y bajos del mismo grupo (P<0.01).

Las ratas control (C-AL) mostraron un ritmo diurno de TAG sérico con un pico en
ZT15, 3 horas después del comienzo de la actividad nocturna. En forma similar, el
grupo C-CN presentd su pico en ZT15. En contraste el grupo C-CD mostr6 un ritmo de
muy baja amplitud y con un pico diario de TAG en ZT6 que corresponde a la fase de
luz, es decir mientras comen. El ANOVA de dos vias, indico diferencia significativa
entre grupos (F (2,126=11.83; P<0.0001), confirm6 una diferencia en el tiempo (F
71,126=6.49; P<0.001) y en la interaccion de ambos factores. (F (14,126/=2.22; P<0.01) en
los animales que no trabajaban en la rueda de actividad (C-AL, C-CD, C-CN).

De igual manera, las ratas T-AL y T-CD, que comen predominantemente de dia
presentaron su acrofase durante la fase de luz, en ZT6, que corresponde a 4 horas
después del comienzo de la actividad en la rueda de actividad forzada y posiblemente de
su etapa de alimentacion (Fig.40). En contraste el grupo T-CN mostré un ritmo diario
de TAG con el pico en la fase oscura, en ZT15, que también correspondié a 3 hrs.

después del inicio de la fase de oscuridad de la rata (Fig.40).



mg/dL

Para el caso de los grupos que trabajaban en la rueda de actividad en su etapa de
descanso (T-AL, T-CD y T-CN), el ANOVA de dos vias, indico una diferencia
significativa entre grupos (F (2,140=19.08; P<0.001), ademas de una diferencia en el
tiempo (F(7,140=3.78; P<0.001) y en la interaccion de ambos factores. (F (14,140=5.65;

P<0.0001).
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Figura 40. Perfil temporal (medias + SEM), para TAG de los grupos que no trabajan y
presentan diferentes tiempos de alimentacidén (A), y para los grupos con trabajo y tienen
diferentes tiempos de alimentacion (B. Las barras blancas y negras representan el ciclo L/O, las
barras con rayas diagonales en la grafica B representan el tiempo de actividad en la rueda.
Asteriscos indican diferencia estadistica entre los valores altos y bajos del mismo grupo
(P<0.001).

TEMPERATURA CORPORAL

Las ratas control (C-AL), presentaron un ritmo diario muy claro de temperatura.
Durante la fase de luz (descanso), se presentd el nadir del ritmo, elevandose
rapidamente aproximadamente dos horas antes del inicio la fase de oscuridad. La
acrofase del ritmo, se presenta en la primera mitad de la fase de oscuridad (fase de
actividad), con un descenso gradual hasta llegar nuevamente al nadir del ritmo, en la

fase de luz del dia siguiente. (Fig.41 izquierda arriba).
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Figura 41. Perfiles temporales (medias £ SEM), de la Temperatura de los grupos que no
trabajan y presentan diferentes tiempos de alimentacion (Columna izquierda), y para los grupos
con trabajo y diferentes tiempos de alimentacion (Columna Derecho). Las barras blancas y
negras representan el ciclo L/O, las barras con rayas diagonales en la columna derecha
representan el tiempo de actividad en la rueda.

Las ratas control con alimento solo en el dia presenta un ritmo muy claro solo que a
diferencia del control ad libitum su nadir se presenta al final de la fase de oscuridad,
comenzando su elevacion de la temperatura momentos después de iniciar la fase de luz,
incrementandose durante todo el ciclo de luz, teniendo su acrofase justo en ZT12. Por
otro lado las ratas control con alimento solo en la noche mostraron su nadir durante la
fase de luz, incrementandose rapidamente al inicio de la fase de oscuridad

presentandose su acrofase a la mitad de la noche, en ZT18.



Las ratas T-AL presentaron su ritmo de temperatura muy claro, pero ahora con un
avance de fase de aproximadamente 6 horas, asociado al inicio de la actividad en la
rueda y a los tiempos cuando voluntariamente la rata se alimenta (Fig.41). La acrofase
de temperatura se observd durante la etapa de luz, y contrario con las ratas C-AL, su

nadir se observo en la fase de oscuridad (Fig.41).

El ritmo de temperatura de las ratas T-CD fue similar al de las ratas T-AL, pero con un
avance de fase de 9 hrs. aproximadamente, con una elevacion relacionada al inicio de su
actividad y alimentacion en la rueda, comenzando a disminuir poco tiempo después de
que el animal sale de trabajar. (Fig.41). Por otro lado las ratas que trabajaron de dia y
comieron de noche T-CN mostraron un ritmo casi idéntico al que se observo en las ratas
control C-AL, con una elevacioén de temperatura momentos antes del inicio de la fase de
oscuridad, momento en que las ratas se alimentan, mostrando su acrofase al igual que el

control; en la primera parte de la fase de oscuridad (Fig.41).

DISCUSION
En esta etapa del estudio proporcionamos pruebas de que la combinacion de la
alimentacion y actividad forzada durante las horas de descanso altera no so6lo los ritmos

conductuales sino también los ritmos metabolicos y el control del peso corporal.

En las ratas forzadas a trabajar en su fase de descanso y con alimento durante el dia (T-
CD) se mostr6 una disminucién progresiva en la actividad nocturna, similar a la
mostrada previamente en el grupo T-AL, que preferente se alimenta también de dia
durante el trabajo (Salgado y col. 2008). Este efecto no se debid al agotamiento fisico,
ya que este patron de actividad se observo durante los fines de semana, cuando las ratas
permanecieron inalteradas en sus cajas y este comportamiento no fue observado en las
ratas obligadas a moverse durante su fase de actividad (Salgado y col. 2008). El efecto
parece ser el resultado de una combinacion entre el trabajo en la fase de reposo y el
alimento, ya que esta disminucion en la actividad no se observo cuando el alimento se
restringi6 a la noche (grupo T-CN). La interaccidon entre ambos factores se hizo evidente

con los controles que no fueron expuestos al trabajo ya que los grupos comen solo de



dia (C-CD) o solo de noche (C-CN), no mostraron modificacion en la distribucion

temporal de su conducta.

En otras manipulaciones, en las que los animales son forzados a estar activos durante el
dia, como el acceso restringido de alimento, o un acceso restringido a una rueda de
actividad durante el dia, se ha observado también una reduccion de la actividad
nocturna (Mrosovsky, 1996; Hut y col., 1999; Mistlberger, 1994), semejante al efecto
descrito en las ratas T-AL y T-CD.

La persistencia de este efecto durante los fines de semana confirmé que los efectores
estan desacoplados de la transmision de senales horarias por el SNC y que un fin de
semana no es suficiente para recuperar y reajustar su ritmicidad. Esa perturbacion
confirma lo que sucede en seres humanos, ya que los trabajadores nocturnos no pueden
reajustar su actividad a las sefiales horarias del ciclo LD en tan solo 2 dias. Diversos
estudios muestran que el tiempo de resincronizacion en trabajadores nocturnos o en

horarios rotatorios tarda de 4-a 9 dias (Sack, 2007).

Los datos de este estudio indican que aquellas ratas que se alimentaron durante el dia,
con trabajo o sin trabajo presentaron una ganancia de peso mayor que aquellas que se
alimentaron durante la noche. El mismo patron se observo al medir la acumulacion de

grasa abdominal y retroperitoneal.

Es importante resaltar que la ingesta total diaria de alimento fue similar en todos los
grupos, y que las ratas que se alimentaban durante el dia, independientemente de que
trabajaran o no en su fase de descanso (C-CD, T-CD, T-AL), presentaron un aumento
en su peso corporal en mayor proporcion que aquellos que se alimentaron unicamente
de noche. (C-AL, T-CN, C-CN). Las posibles causas de este comportamiento en el
aumento de peso se explico en la discusion de la etapa 1, aqui solo es importante notar
que los datos de peso de estos grupos confirman las alteraciones metabolicas y la
predisposicion a la obesidad resultantes de la ingestion de alimento durante la fase de

reposo (Penev 2007, Miihlhans y col 2008, Colles y col 2007).

Al igual que lo reportado en humanos; las ratas (C-AL, C-CD, T-CD) mostraron una

ganancia de peso mayor que aquellas que se alimentaron Unicamente de noche,



observandose claramente que la grasa total acumulada, fue mayor en los grupos que se
alimentaban durante su etapa descanso (Fig.37) (Salgado-Delgado y col 2008)

Ademas se observo que la grasa retroperitoneal y abdominal se acumularon en mayor
cantidad en los grupos que se alimentaron durante su fase de descanso con respecto a
los que comian en su fase de actividad. (Fig.41 y 42). Esto concuerda con lo descrito
para humanos, en el cual se relaciona un mayor volumen de grasa abdominal y con un
aumento en la incidencia de problemas cardiovasculares (Pearson 2006, Després 2007,
Mathieu 2008, Poirier 2008) y un mayor riesgo de cancer de colon. (Pischon y col .

2006, Lee y col. 2007, Frezza y col. 2006).

El ritmo de glucosa mostré un pico asociado al inicio de la noche en los tres grupos
control, independientemente de su hora de alimentacion, aunque el alimento durante la
noche tuvo un efecto reforzante sobre este ritmo predominantemente nocturno. En las
ratas trabajadoras y con alimentacion diurna T-CD, T-AL se presentd una pérdida del
ritmo de glucosa. Este ritmo fue restablecido al propiciar la alimentacion durante la

noche.

Un cambio similar se observo en el ritmo de triacilglicéridos y de temperatura de las
ratas T-AL y T-CD, presentando ahora su acrofase asociado con la hora de actividad y
alimentacion. Por el contrario, las ratas que se alimentaron en la noche (C-CN y T-CN),

mostraron un ritmo de triacilglicéridos y temperatura similar al control (C-AL).

Aunque se sabe muy bien que el ritmo de glucosa en la sangre est4 regulado por el NSQ
(La Fleur y col., 2001), este puede ser alterado por una privacion de suefio aguda
(Knutsson y col., 2007; Simon y col., 2000; Van Cauter y col., 2007) y modificado por
los horarios de alimentacion (Escobar y col., 1998). Dado que una alteracion en la
ritmicidad se observo en las ratas T-CD y T-AL, podemos asumir que el cambio de
actividad esta asociada con una redistribucién o perturbacion de los patrones de suefio y
todas las alteraciones hormonales que estdn involucrados. (Brandenberger y Weibel,
2004). (Ver mas detalles en articulo 1 del anexo y discusion de la etapa 1). Ademas, se
ha reportado que la privacion de suefio suprime la ritmicidad y disminuye los niveles de
diversas hormonas como las pancreaticas (Schmid y col., 2007), de leptina, prolactina y
hormona de crecimiento (Everson y Crowley, 2004); lo cual afecta directamente el

ritmo diario de la glucosa. Por lo tanto, la pérdida de ritmicidad de glucosa en las ratas



que comen y trabajan en su fase de descanso tiene una perspectiva multifactorial, causa

que debe ser estudiado més a fondo.

En cuanto a los triacilglicéridos (TAG), se observo en todos los grupos una relacion de
su ritmo con la hora de alimentacion. En las ratas que se alimentan durante su fase de
actividad independientemente si trabaja o no, los valores maximos de TAG se
presentaron en la noche, poco tiempo después del inicio de la fase de oscuridad.
Similarmente en los tres grupos que se alimentaron durante su fase de descanso (C-CD,
T-CD, T-AL) el pico de TAG se observo durante el dia, aproximadamente 6 horas
después del inicio de la fase de luz y del inicio de la conducta de alimentacion. Estas
observaciones son similares a las ya descritas en la discusion de la etapa 1 para
trabajadores humanos, en donde se observan picos posprandiales de TAG 3-4 hrs.

después de una comida (Ribeiro y col. 1998). Para mas detalles ver discusion etapa 1.

A diferencia del ritmo de triacilglicéridos en donde el alimento tuvo una influencia
primordial, en el ritmo de temperatura, se observo una influencia de la rutina de trabajo.
En las ratas T-AL se observd un gran avance de fase de aproximadamente 6 hrs., al
igual que en los grupo C-CD y T-CD, en el cual ademas la alimentacion durante el dia
propicié mayor avance de fase con un incremento de la temperatura 2 horas después del
encendido de la luz, justo al inicio de la actividad en la rueda en el T-CD y al inicio de
la alimentacion en el grupo C-CD. Aunque es claro que solo el alimento durante su fase
de descanso provoca un adelanto de fase en el ritmo de temperatura, este adelanto se
intensifica cuando se combina con la actividad en la rueda.

Interesantemente, la influencia del alimento se observd en los grupos que comen de
noche, independientemente si tienen actividad de dia (T-CN) o no (C-AL, C-CN). Ya
que el ritmo nocturno de temperatura se mantuvo fuertemente asociado al horario de
alimentacion nocturno.

Resultados similares se han reportado; avances de fase de varios ritmos como la
melatonina y un avance de fase de hasta 7 horas en el ritmo de temperatura y de
actividad en ratas bajo restriccion calorica en el dia. (Challet y col. 1996, 1997; Weinert
y col. 2007, Wu 2004, Satvinder y col. 2008). Otro grupo encontrd que el ritmo de
temperatura cambiaba, por 3 horas de acceso al alimento en la fase de luz (Boulamery-

Velly y col., 2005). Ademas el estrés agudo que podria estar relacionado con la entrada



a la rueda podria estar generando algunos cambios en el ritmo de temperatura corporal

de la ratas que trabajan y se alimenta de dia. (Merlo 1997).

No podemos descartar el cambio del ritmo diurno de temperatura hacia el dia, por la
actividad locomotora a la que esta sujeto el animal, ya que a pesar de ser un ejercicio
muy ligero se a reportado que es suficiente para causar un ligero cambio en la
temperatura corporal en roedores (Weinert D. 1998; O’connor P. y col. 1998;
Miyazaki, y col. 2001). En trabajadores nocturnos se han reportado cambios de fase
similares en el ritmo de temperatura asociados con el nuevo horario de actividad del
individuo. (Eastman C y col. 1995). Aunado a este efecto, también en el trabajador
nocturno el alimento podria estar implicado en el aumento diurno de la temperatura, ya
que se sabe que el alimento puede alterar la temperatura corporal (Driver H. y col.

1999).

En conclusion, estos resultados indican que en los animales sometidos a un régimen de
trabajo y alimentacion durante su periodo de descanso, se induce una desincronizacion
interna a nivel conductual y metabolico. Estas alteraciones se evitan si el alimento es
entregado tnicamente durante la noche que es su etapa de actividad y sugieren la
relevancia del alimento como agente de acoplamiento y desacoplamiento del mensaje

que genera el reloj bioldgico hacia el organismo.

Estos resultados indican que las sefiales metabolicas ocasionadas por el alimento a
deshoras, combinado con la actividad es un potente agente que ocasiona un cambio de
fase en los ritmos conductuales y metabolicos, aun bajo la influencia del ciclo L/O.
Este estimulo no-fético, puede ocasionar grandes cambios en los ritmos de temperatura,
TAG, glucosa y ritmos de actividad, sugiriendo un cambio en la sincronizacién interna

del sistema circadiano.

La evidencia de que el alimento durante la noche puede fortalecer el ritmo de glucosa,
asi como evitar el cambio del ritmo de triacilglicéridos y temperatura sugiere que se
deben considerar los horarios de alimentacion diseflar una estrategia que permita
restablecer la ritmicidad en los individuos sometidos a trabajo nocturno o jet lag. De

igual manera indica que la combinacion de la actividad con la alimentacién durante la



fase de reposo son dos factores que propician la desincronizacion interna que se observa

en el trabajador nocturno.



DISCUSION GENERAL.

La vida moderna provoca situaciones que producen alteraciones en la sincronizacién
como los cambios bruscos en el ambiente (vuelos de larga duracion, turnos de trabajo
rotatorios, trabajo nocturno, etc.) que causan alteraciones sobre el reloj biologico y la
expresion de los ritmos circadianos.

Estas alteraciones, desajustan el orden temporal interno y dejan secuelas cronicas en la
salud, siendo una de las principales la ganancia de peso, con una mayor acumulacion de
grasa en la region abdominal (obesidad central o androide), las alteraciones
gastrointestinales, comprendiendo a las gastritis en todas sus variantes y a la ulcera
gastroduodenal; en segundo término, las alteraciones cardiovasculares y cancer de
mama en mujeres, entre otras.

Este trabajo nos proporciona una solida base para entender como se da el desajuste
temporal interno caracteristico de un trabajador nocturno, ya que mostramos que en los
animales sometidos a un régimen de trabajo durante su periodo de descanso, se induce

una desincronizacion interna a nivel conductual y metabolico.

Nuestros resultados indican que las senales metabolicas ocasionadas por el alimento a
deshoras, combinado con la actividad es un potente agente que ocasiona un cambio de
fase en los ritmos conductuales y metabdlicos, aun bajo la influencia del ciclo L/O (Fig.
42-43). Estos estimulos no-foticos, pueden ocasionar grandes cambios en los ritmos de
temperatura, TAG, glucosa y ritmos de actividad, sugiriendo un cambio en la

sincronizacion interna del sistema circadiano (Fig. 43).

Ademas mostramos que la actividad de algunas estructuras hipotaldmicas relacionadas
con la actividad y el metabolismo cambian su fase, presentdndose ahora con relacion a
el trabajo nocturno, desacopldndose de las sefiales del NSQ. Por lo tanto podemos
sugerir que la causa probable de la desincronizacidn interna bajo el régimen de trabajo
nocturno puede comenzar con alteraciones tempranas del sistema hipotalamico
regulatorio, lo cual posteriormente genera otras alteraciones en el resto del organismo lo

cual puede provocar alguna enfermedad.

Nuestras evidencias de que el alimento durante la noche puede fortalecer el ritmo de
glucosa, asi como evitar el cambio del ritmo de triacilglicéridos y temperatura sugiere

que se deben considerar los horarios de alimentaciéon para diseflar una estrategia que



permita restablecer la ritmicidad en los individuos sometidos a trabajo nocturno o jet
lag. Ya que en la mayoria de los casos es imposible cambiar el horario de trabajo,
sugerimos mantener un patréon diurno de alimentacion para aminorar los efectos

dafiinos que presenta el trabajador nocturno.

En conclusion, los resultados obtenidos en este estudio indican que el factor principal
que promueve la desincronizacion interna en nuestro modelo del trabajo nocturno es el
desacoplamiento de osciladores generado por la  combinacion de la actividad
locomotora durante la fase de reposo y el nuevo horario de alimentacion, lo que genera
una enorme predisposicion a enfermedades en aquellas personas con desincronizacion

interna como los trabajadores en turnos, nocturnos y jet lag.

Aunque este trabajo nos proporciona informacion que nos permite entender muchas de
las alteraciones metabolicas a nivel central y periférico en un trabajador nocturno, aun

falta mucho por hacer.

Figura 42. El sistema de medicion temporal consta de una seric de elementos entre ellos un
reloj bioldgico, que en los mamiferos se localiza en el nucleo supraquiasmatico (NSQ) del
hipotalamo y que se sincroniza principalmente al ciclo luz/oscuridad. El reloj maestro a su vez
transmite sefales de ritmicidad a los osciladores periféricos encargados de regular la fisiologia y
la conducta; por ejemplo indicando el ritmo circadiano del ciclo suefio/vigilia, del sistema
endocrino, de la temperatura corporal, de la actividad renal, asi como de la fisiologia del tracto
gastrointestinal, del metabolismo hepatico, etc., manteniendo estas oscilaciones sincronizadas
con el tiempo externo.



Figura 43. La alteracion en la sincronizacion circadiana (desincronizacion) resulta en un
desequilibrio en las sefiales temporales que recibe el NSQ. En este caso, la combinacion de la
actividad y la ingesta de alimento en horas de descanso, se convierte en un sincronizador muy
poderoso para relojes periféricos, pero no para el NSQ, especialmente se sincronizan al alimento
aquellos osciladores y procesos fisiologicos asociados con el metabolismo, el balance
energético, la digestion y la conducta (Suefio-Vigilia).



CONCLUSIONES

1.- La exposicion diaria por 8 horas a la rueda de actividad forzada provoca una
desincronizacion interna en roedores, semejante a las que se observan en un trabajador
nocturno.

2.- La actividad forzada durante la fase de descanso, provocod que el NSQ pierda su
relacion de fase con sus efectores.

3.- El “trabajo nocturno” en ratas ocasiond una desincronizacion en la expresion de

c-Fos y PERI1 en nucleos hipotdlamicos relacionados con el metabolismo y la vigilia.

4.- La actividad forzada durante la fase de descanso, ocasiono que el NSQ pierda su

relacion de fase con sus efectores.

5.- La desincronizacion interna que se observa en los trabajadores nocturnos se debe a la

alimentacion durante la fase de descanso, que es cuando también estan trabajando.

6.- El alimento durante la fase de reposo desacopla los osciladores periféricos del reloj

bioldgico principal.

7.- El alimento durante la fase de reposo promueve el aumento de peso en el trabajador

nocturno.

8.- El horario de alimentacion restringido a la fase nocturna (etapa de actividad) es una
buena estrategia para evitar el desacoplamiento de los osciladores periféricos en el

modelo de trabajo nocturno en ratas.
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Abstract—Individuals engaged in shifi- or night-wark show
disturbed diurnal rhythms, out of phase with tempaoral sig-
nals asseciated to the lightidark (LD) sycle, resulting in snter-
nal desynchrenization, The mechanisms underlying internal
desynchrony have been mainly investigatad In experimental
animals with protocols that induge phase shifts of the LD
eycle and thus modify the activity of the suprachiasmatic
nucleus (SCNJ. inthis study we developed an animal mods| of
night-work in which the light-day cycle remained stable and
rats were required to be active in & rotating wheel for & b daily
during their sleeping phase {W-SP). This group was com-
pared with rats that were working in the whee! during their
activity phase (W-AP} and with undfsturbed rats (G).

We provide evidence that forced activity during the slesping
Phase {W-3F group) alters not only aclivity, but #2150 the tern.
poral pattem of food intake., In consequence W-SP rats showed
a fass of glucose ehythmicity and 2 reversed rhythm of triacyl-
glycerols. I gontrast W-AP rats did not shew such changes and
exhibited metzballe rhythms similar to those of the controls.
The three groups exhibited the nocturnat corticosterone in-
crease, In addifion tha W-SP and W-ap groups showad inerense
of plasma corticosterone associated with the start of the work-
ing sessian. Forced activity during the sleep phase did not
medify SCN aclivity charactarized by the temporal pattorns of
PERT and PER2 proteins, which remained in phase with the LD
cycle. These ohservations indicate that a workiag regimen dur-
ing the sleeping pericd elicits internal desynchronization In
which activity combined with feeding uncouplos metabolic
fimetions from the biologleal clock which remmaing fixad to the
LD eycle. The present data suggast that in the night warker the
combination of work and eating during working hours may &e
the cause of intemal desynchronization. ® 2008 [BRQ. Puh-
lished by Elsevier Ltd. A rights reserved.

Key words: circadian thythms, metabolism, suprachiasmatic
nucleus, entrainment, shift werl.

Circadian rhylhms in behavior and physiology are under
the eontrol of the suprachiasmaltic nuclevus {8CN), the
master circadien clogk in mammals, and its inferaction with

“Comasponding author. Tet, + 52655620 2452, fax; +52-55-5623-2425,
E-mail adrress: escocarclina@gmait.com (C. Eznabar).
Abbreviations: C, eantrol group; LD, lighlédark; SCN, sbprachiasmatic
nvcleus; S.E.M., sandard enor of the maah; TAG, triacylgiyaercls;
W.APR, group working during their ackive phrase; W-SF, group working
during the sleep phase; ZT, zgitgebar time.

IN A MODEL OF NIGHT-WORK -

peripheral oscillators, Rhythmic activity in the SCN angi-
nates from transeriptionaliranslational feedback loops in-
volving a set of clack genes that inciude pert, per? and
per3, eryt and cry2, clock and bmatt {Ko and Takahashi,
2008). The SCN is mainly entrained oy the lighldark (LD)
cycle (Kigin et al., 1891}, and transmits rhythmic messages
to the entire organism {Buijs and Kalsbesk, 2001} in arder
to couple physiology and peripheral oscillators to the L0
cycle, thus to maintain internal synchrony. Other ragutar
events like activity (Dallmann and Mrosovsky, 2006) sleep
and {eeding schedules {Mistibergar and Skene, 2005:
Mendoza ef al., 2005), considered waak zaitgehers, can
influence or modulate the expression of SCN driven
riylhms. The entraining force of these factors is strength-
&ned in the absence of the LD cyele or when their influence
is out of phase with the LD cycle {Klerman et al, 1998:
Emens et al., 200%). Recent avidence points out that feed-
ing schedules are strong entraining signats for pefipheral
oscillafors and uncoupte hehavior, visceral and metabolic
thyltims from the SCN (Baez-Ruiz et ai,, 2005; Escobar et
al., 1988; Slephan, 2002).

Diverse aspocts of modern life, ke shifl work and
frequent transmeridian trips {je! lag) promote aclivity or
food intake during the resling phase {Waterhouse ot al,,
2007}, which then provide conflicting signals out of phase
with temporal signals transmitied by the SCN (Hastings et
al., 2002). The consequence is a disturbed phase relation
of cirgadian fluctuations in Behavioral, hormana?, and met-
abolic variables, leading to intamal desynchronization
{Haus and Smolensky, 2008). This internal desynchrani.
2zation resulls in dampening of metabolic and endocring
diurnal rhythms (Knutsson et al., 2007), sleep loss (Lavie,
2001) end loss of menstrual cycle in women (Knutsson,
2003). Most studies reper that in spite of years of night
wark experience, difliculties in adaptation to night work
persist (Knulsson, 2003; Weibel and Erandenberger,
1998.) and only a minority of shift workers or right warkers
atlain a spontaneous adjustment in the thythms of core
body temperaiure and melatonin {Weibel el al, 1997),
coriisol (Weibef et al,, 1956), or prolactin (Spiegel &f af.,
15996} ta their changed activity cycle. In the lorg-term, night
and shifl work lead to increased morality in male and
female workers due to cardiovascular and gastric disor-
ders or cancer (Akerstedi ot al., 2004; Knulsson, 2004;
Bavis et al., 2001)

In order to fudher understend the tnderlying mecha-
nisms various groups have ereated animal medsls to in-
duge internal desynchronization. Thase models mainly rely
on shifing the LD eyrle using schedulss that range from
once ta several times weakly and for long intervats (Bartol-

G308-132208332.004-0.00 © 2008 |BRO. Publisheg by Elsevier Lid. All rights resenved
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Munier el al., 2006; Tsai et al., 2005; Davidsan el al.,
2006). However, shifting the LD cycle resembles mare the
condition of transmeridional traveling leading to jet lag. The
I variation in the shifting designs has provided contradiciory
resulls amang groups, where some induce desyrichroni-
1 zation of behavioral and physiological rhythms (Tsai et al.,
2005; MNagano et al., 2003; Reddy et al, 2002), while
others hardly find an effect (Bariol-Muniar et al., 2006).
Shift-workers or night-workers are forced 1o be active
Iduring their sleep phase, when lheir biclogical clock s
lindicating a drive to sleep. Because in such conditions the
LD cycle remains unchanged, we aimed to develop a
|mudel of “night-work” in rals by forcing them io be active
during the light phase, which is their sleeping phase.
1Slowly rotating drums were used to force rats to be active
and awake caily during 8 h of the light phase for 5 days per
week without altering their LD cycle. This model revealed
internal desynchronizalion al the metabolic and behavioral
|Ievei with no phase shifl in indicators of SCN activity.

i EXPERIMENTAL PROCEDURES

%‘\nimals and housing

ale Wistar rats weighing 120140 g at the beginning of the
Flperiment were housed in individual transparent acrylic cages
40 anx30 o= 20 cm} placed in isoialed lockers housing eight
nimals each, in a soundproef monitering room. Rats were main-
ieined ina 127 LU cycle with lights on defined as Zeitgeber time
{ZT0), constant temperature (Z2:+1 °C}, circulating air and free
ccess bo water and food (Redent Laboratory Ghow 5001, Puring,
innetanka, M, USA}, Experiments were approved by the com-
mittee for ethical evalualion at the Facultad de Medizina UNAM,
which compiles will the national guide of zare and use of exper-
imental animals of Mexican laws {Decreto de Ley de Protecctdn a
fos Animales del Distito Federal, Gagela Qficial del OF, 26/02/
). Experments conformed to international guidelines on the
ethical use of animals; procedures were aimed at minimizing the
nPrnber of animals used and thelr suffering,

j::ups
ts werg randomly assighad te one of wo groups: control or
Farced-work. Control rals {G; n=16) were housed in individual
ca:ges in the meniloring systam, and were left undisturhad dusing
baseline and the 5 wesks of the working manipulations. The
foreed-work rats were subdivided in two groups: 1. work during the
sieep phase (W-SP; n=15), which is the sleepfrest interval for
. this group was #imed to model the conditions of human
&ii—wurkers; 2. work during the aclive phase (W-AP, n=12),
lsh sorresponds by the activity phase for rals; lhis group was
gimed to mode! the conditions of human day-workers. Control and
WISP rats ware maintained in a requfar 12-h LD cycle with lights
on at 07:00 b, while rats for the W-AF group were kept in an
in»{erted 12-h LD tyele with lights on at 19:00 h.

Fcllrcad work procedure

{n erder t0 induce aclivily in rals, ratating drums were designed in
out faboratory, based on rotating wheels that are used for slzep
deprivation, snd were constucled by Omniatva SA de CV {Mexico
Gity, Mexicol. The drum {33 cm in diameter=33 om long) rotates
sloply with a speed of one mvelutionfd min. The arun s subdi-
vided in four compartments by concentric plates, allowing place-
maht of four rals simultanecusly and Individually in eash drum.
Sugh rotating drums force rats to stay awake and 1o move slowly,

it does not require from them effartful movernents and it atlows
them to eat and drink freely. Food and a small bottle with water
hang from a concentric middle tube and were available ad iisitum.
All rats {control group n=18&; W-SP n=16 and W-AP n=12)
waire monitered in their homa cages for 8—10 days in LD condi-
tions to obtain @ baseline. Starting on a Monday W-SP and W-AF
rats were laken oul of their home cages and were placed in the
rotating drum for eight "waorking" hours. Rats worked from 09:00—
17:00 h geographical lime, which represented for W-SP rats 272~
Z710 and for W-AF rals ZT14—ZT22. For this last group the wheel
was placed in an enclosed chamber maintained in constant dark-
ness. After 8 h in the drums rats were returned to their hame
cages and remained undisturbed uniii next day. This procedure
was camied out for 4-5 waeks from Monday fo Friday. During
weskends all rats remainad undisturbed in their home cages.

Monitoring of behaviaral rhythms

Genarat activity in the home cage was continuously montored
with movernent sensors placed under individual cages. The sys-
tam far maonitoring and coflection of date wes developed in Qur
group wilh the contributions from Nico Bos in Amsterdam, the
Metherlands and the Mexican biomedical eompany Omniatva SA
da GV. Behavioral events were collectad with a digitized system
and autematically stored every minute in a PG for funber analysis,
Aralysis was performed with the program for PG SPADS {Sistema
de PFrocesamiento y Adquisicien de Datos, version 1.1.1) de-
signed far this system (Ing Adrign Hernandez, Instituto de Fisi-
ologia Celular UNAM, Mexioo Gily, Mexioo)

Double ptotted actegrams were obtained for each animat by
cellecting the sum of activity for 15 min intervals. For each group
weekly mean agtivity waves were construcled and the percentage
of daily and nogturnel activity wes calculated separately for the
baseline, for the working days and for the weekends. In addition
1he total activity for the 24 h cycle was calculatad for the baseline,
and for each weekend during the working protocal in order o
discard eflects due to changes in the general intansity of activity.

Body weight and food intake

Rats were weighed before staring baseline and every week dur-
ing warking manipulations. Body welght gain was calculzted for
this interval and for each gmup. Ingested fand was monitored
twice every waek during the baseline and working weeks by
weighing separately the nocturnal and the dlurnal consumplion.

Metabolic and harmanal rhythms

At the end of the dth worling week (Thursday or Friday) rats
underwent surgery to implart @ jugwar cannula (contml, n=186,
W-5P, n=1G and W-AP, n=12). Animals were aneslhetized with
Zatetil 100 {Virbac 0.01 mii100 g) and cannulated in the internal
jugular vein with a polyethylene silicon tube {0.025 in. i.d and
R.047 in. 6.d.; Silastic Laboratory tubing; Dow Corning Corp.,
Midland, M1, USA) filled with heparir: (500 LYml} as antl-coagulant,
The outer end of the canrla was fixed in the back between bolh
shoulder biades and clotted with a small nesdle. Rats wers al-
lowed to recover during the weekand and on Monday the work
protacol was relnitiated, At the end of the Sth working week bioed
samples wera oblained distribuled in 2 days (Thursday and Fri-
day) to cover a 24 h cycle of 3 hintervalg (ZT0, ZT3, Z76, 279,
2712, 2713, ZT14, Z721). Blond samples {500 pl) wears collected
in Eppendor! tubes (1.8 mi) containing 2 cior-acivalr o) and wers
centrifuged at 2500 r.p.m. during 19 min, serum was stored in
100 ol aliquots al —45 °C uniil assay, Allquets were procussed
with colerimelric methods hor delerminafion of ghicose, triacylg-
lycarole {TAG) and with RIA for corlicosterone.

Glucose was estimated from a 10-pd sampls using a cormmer-
ciat colorimetiic il {No.70478; Hycet de México), which is basad
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in the reaction belween glucose ang fenal-t-arimofenazona as
Chromogen and was measured at 500 nm. TAG wsre assesced
with a commercial diagnestic kit {no. BO1-4512-01, SERA-PAK
pius, Bayer, Sees, Franca) by guanlifying a 4-amincantipifldine al
500 nm, which is proporlional to e glyesrol produced by enzy-
matic hydrolysis of a 10-pl serum sample. Gorticosterone wag
determined wilh cadicimmuncanalysis with a commercial Kit

{Coat-A-Count Rat Corlicosterone; TKRT; DPG, Los Angeles, CA, |

USA), based on the competition for antibody sites between '2%)-
labeled and the serum corlicostemne. This binding reaction was
detected with a gamma counter (Perkin-Eimer Packard Cobra I
Autp Gamma modkel £5005, USA} arrd converted with a standard
curve ta serum corticesterana. Daily temporal profiles were com
pared emony groups and with relation ta the LD cyrle,

Immuneohistochemistry for PER1 and PER2

Rats were randomly assigned to 8 G or W-SP graup and werg
migintained under working condtions as previously descrbed, On
Thursday or Friday of the Sth work-week rats (N=32 rats per
group) were anesthatized with an overdose of sodium pentobar-
hilal {Sedal-Vet §5 mg/ml), and were pefused transcardially with
250 ml of 0.9% saline followed by 250 mi of fixative 4% parafor-
maldehyds in phosphate cufler saline (PBS, 0.1 M, pH 7.2). Rals
were perlused al one of gight temporal points {270, ZT3, ZT8,
218, 2112, ZT15, ZT16 and ZT21) to complete a 24 h cycle In
order to determine shylhmicity for the protein PER1 (N=4 per
phase] and PER2 (N=2-3 pgr phase). Brains were removed,
post-fixed for 1 h and cryaprotgoted In 30% susrase for 3-4 days.
Frozen coronat sections of 40 pm were out with a cryostal at
— 1B °C and callected in four series. One series was incubaled
during 72 h at 4 °C in PERT anlibody mads in goat (Santa Cryz
Bistechnatogy, USA) dilited 1:1000 In PB 0.9% saline, 1% rabbit

»serum and 0.3% Triton X-100 {PBSRT). A satond seres was

incubated during 48 h at 4 *C with an antinody made in rabbit for
the protein PERZ {Alpha Dizgnostic International) diluted 1:500 in
PB 0.9% saline 1% gaat serwm and 0.3% Triton (PBSET),

After incubaticn in the primary antibady sections were incy-
bated for 2 h in blotinylated secondary antbody 1:200 {rabbit
ai-goar; for PER1 and goat anti-rabbit for PER2: Veelor tabora-
|tories] in PESGT or PBSRT respeclively and then were incubated
1in 0.9% avidin—biokin-peroxidase complex (Vectastain Elite ABC
-Kit; Veglor Laboratories) for 2 h. Tissues were rinsed three times
‘for 10 min belween each incubation. ncubations for PERT were
‘perfonned at room lemperature while PER2 incubations wera
‘performed at 4°C,

The reaction was visualized with diaminobenzidine (0.5 maf
hr, in Trizma buffer preset at 7.2) and 30% hydrogen peroxide
{35 @100 mi}. Sections weare mounted on gelatin-coated slides,
and debydrated through 3 series of alcoho’s, cleared with Xylena,
tnd coversiipped with Permount (Fisher Chamicals).

ell count
In order to quanlity the expression of PER1 and PERZin the SCH,
three represantative sections for this nuclaus were selocted in
accordance with the skereolaxic atias from Paxiros and Watson
{1998), an antericr section (sregma 0.92); 2 medisi {bregma 1.20}
a'nd a posterior seclion thregma 1.40). Images were examined
Urder a light microscope [Mikon Eclipse EB00; Miken, Tokyo,
dapan) and captured at 3 10 magnification using a computarized
image analysle system (Meta Vug series 4.5, Universal Imaging
Corperation, Downingtawn, PA, USA}. Immuncreactive positive
fhclel were counted bilaterally by one sbserver who was hlind to
lﬁ:e experimental conditions. In order to minfmize the number of
fylse posilives, background optic density was established in a
nearby region lacking PER1{ or PER2, Stained cells that reached
oF surpassed three times the background oplic density wers
ol;unted, while cells under this threshold were discarded. For each
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brain the total positive cells was astimated {three bilatsral sec-
tions) and mean values ware then ohtained per group and time
point.

Statistlcal analysis

Data were classified by growps and time and ars represented as
meanxstandard emor of the mean (5.E.M.), Body weight was
anatyzed with a one-way ANOVA for repeated measures for the
main Tactor group {three levels). Foad intake was analyzed with a
two-way ANOVA for two factors: wesks (5) and phase (day and
nighf). Serum concantration of glucoss, TGA and corticosterone
a5 well as the number of PER1 and PER2 positive cells was
evaluated with A two-way ANOVA, for the factors group {three
lavels} and fime (eight |evels) as a tactor of repeated maasures for
the melabolic measurements and for independenl measures for
PER1 and PER2. All analyses were followed by a Tukey muttinle-
comparisons post hoe test with o set al P<D.05, Statisiical anal-
ysis was performed with the program Statistica for Windows var-
sion 4.5 (StatSak, 1953).

RESULTS
Behavioral rhythms

Contro! rats, as well as W-SP and W-AP rats in their
baseline exhibited clear rhythms entrained to the LD cyole.
Nootomal aclivity represented for all groups 75-80%,
whila diumat activity fluctuated between 20 and 25% of the
total daily activity (Fig. -1, Fig. 2 top and Fig. 3 top).

The W-SP rats (forced to work during their slesp
phase) exhibited along the working weeks a progressive
decrease of their nocturng! aclvity as can be observed in
the aclogram (Fig. 2 left} and in the activity waves obtained
for the working days and the corresponding weekends
{Fig. 2 middle and right celumns, respectively). Afler the
4th week of work, duting the weekend the nocturnal activity
represented a proportion of 54.5% of the total daily activity
while the diurnal activity had increased to 45.5% and no
sigrificant rhythm was observer (Fig. 2 bottomn). In addi-
tion to changes in the temporat paitern, in the W-SP rats
the tolal counts of activity for the 24 h cycle decreased
along the four weskends {Table 1).

The W-AP rats (working during their activity phase),
maintained a temporal pattern of activity similar to {bat of
their baseline and of the controls as can be observed in the
actogram and the activily waves (Fig. 3). During working
days diumal activity maintained similar proportions (20—
25%) as observad during the basealine {Fig, 3 middle cal-
umn} and during weekends rats exhibited robust rylbmic-
ity with a high proportion of nocturnal aclivity (Fig. 3 rigt
column). In conirast with the W-5P group, the totat aclivity
counlsf24 h increased as progressively with the working
weeks (Table 1).

Food intake and body weight

During the baseling the three groups showod a aimifar
daily pattern of food consumption characterizad by & tow
proportion of food consumption during the light phase
{around 20%} and a higher proportion of foad intake during
the dark phase, ranging between 78 and 87Y% {Fig. 4).
Control rats maintained this proportion atong the four fol-
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75.3%
24.7%

i ZEITGEBER TIME

Fig. 1. General actlvity double-plotted aclogram of & cantrol rat with food and water ad libitum (A). In the actagram, pach line represents 2 day of

recarding. {8} Mean activity profile of 16 coniro! rals and the percentage for diurnal and nockumal agtivity. lt 15 exnibited ciear dally rhylhms entrained

| o the LD cycle. Bars on top rapresent the LD cycle.

lowing weeks (Fig. 4 top}. Interestingly, starting the first
' week of work the W-SP rats decreased their nocturnal food
" consumption and along the working weeks progressively
increased their diumal consumption while working in the
activity wheel. By the 4th week of work W-SP rals had
inverled their feeding patterns and where predominantly
eating during their “working” hours in the light phase (Fig.
4 middle). in contrast, W-AP rals maintained a noclurnai
paliern of food intake (during their “working™ hours) and the
proportion of food consumption remained simitar as the
contrals {Fig. 4 bottom). The tatal amount of food intake
per day was similar for all groups. Rats submitted to forced
activity during the day gained more weight han the con-
trals and than the W-AP group. This effect was statistically
significant on the 3rd and dth week of "work” (see Table 2).
Likewise forced activity during the night resulted in de-
" creased weight gain far the W-AP rats. At the and of the
. study conyols had increased their body weight by
. 124.4+7.74 g, the W-SP rals by 14292536 g and the
W-AP by 97:+1.3 g, which vepresented +7% for the W-5P
" and —10% for the W-AP comparad with the controls. The
' ANOWVA indicated significant difference among groups
(Fia.00,=12.41; P-<0.0004} and the post hoc test indicated
© that the W-AP group was significantly different from the
control and W-SP groups (P<0.03}.

' Metabolic and hormonal rhylhms

" In order to determine metabolic rhythms of glucose, TAG,
" and coricosterone, two additional series of rats (controi
" group n=10; W-5P n=10 and W.AP n=B} were exposed
1o the same forced aclivity protocol and on week 5 bload

. sampies from & jugular catheter were obtained every A hto
3| obtain a 24 h cycle, Control and W-AP rate exhibitad a
: peak of glucase during the Lranshion of light to dark phase,

; while in W-SP rats no thythmicily was ubserved (Fig. BA).

| The two-way ANQVA indicated no significant difference

amang groups (Fiz e =2.62; P<N/S), bul confirmed a sig-
nificant difference dug to time {Fe7 10s=19.0% P<0.0001)
and for the interaction of both factars (Fiia, 106=5.15
P=0.0001).

Conirol rats showed a diurnal rhythm af serum TAG
wilh peak values al ZT15, 3 h after activity onset, while
in W-GP rats, the acrophase had shifted to the light
phase at ZT6, 4 h after aclivity onset in the forced
activily wheel (Fig. 5B). In contrast in the W-AP group
dally TAG acrophase remained in the dark phase with a
shift toward ZT18, also corresponding to 4 h afler acliv-
ity onset in the wheel. The two-way ANDVA, indicated
no significant diflerence among groups (F[2_15>=0.UDB.
P<Nt3), but confirmed a significant diffarence due o lime
{Firapsy=3.15; P<0.01) and for the interaction of both
factors (Fis,105,=3.3% P<0.001}.

control and forced activity groups (W-SP and W-AP)
exhibited the expecled daily corticosterone increase at
the beginning of the night, In addition an increase of
corticostarone was observed in both working groups at
the onset of activity in the wheel, resulting in a modified
daily pattern (Fig. 5G, 0, E). The two-way ANOVA indi-
catad no significant difference amaong groups (Fre20=
1.64; P<N/S), but confirmad a significant difference due to
time {Fiz 1aq™32-9; £<0.0001) and for the interaclion of
bath factors (Fias,1am=7-81; P<0.001). Such statistical
difference may be linked to the additional increase during
the warking hours.

Immunohistochemistry for PER1 and PER2

In arder to determina the temparal expression of PER? and
PERZ in the SCN, a different sel of C and W-SP rats {n=32
rats per group), which underwent lhe same conditions
desaribed above, was perfused at the end of the 5th work-
ing-week in one of eight temporal points to complete a 24h
cycle. Due to the results in behavior and metabolism ob-
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Flg. 2. Double-plotted actogram of a W-SF ral (left). The first 8 days corres
ars the mean activity profles for baseling (lap) followed by each warking w
exhibited along tha wecks a progressive decrease of their nocturnal activity.

Other indicalions as in Fig. 1.

served for the (W-APY, this group was not included in this
last phase.

Both the contrel and the W-SP graup showed a clear
rhythm in the expression of the protein PER1 and PER2
in the SCN. The contral group showed for both proteins
maximal values at ZT12 (Fig. 6}. in the W-5P group the
peak of PER1 was observed at ZT9 and for PER2 at
Z7T12, however the two-way ANOVA indicated no statis-
tical difference between groups, nor due to the interac-
tion groupxtime; but it indicated a statistical effect in
time for both groups (Fiy 4zy=7.23; F=0.001 for FER?
and Fy; 45,=57.38; P<0.0001 for PER 2).

DISCUSSION

In this sludly we provide evidence Lhat forced activity during
resting hours aliers not only activity but also the temporal
patierns of food intake and metabolc oscillations. 1n rats
forced to be active during the light phase food intake was
shifted toward “working” hours while nocturnal activity and
noctumal foed inteke decreased pragressively. This effect
was not due te physical exhaustion, since this activity

pond Lo basetin followad for 4 weeks in working conditions. On the righl
eek {numbers 1-4) and weekends (on ihe right}, Waorking rats (n=16}
Time in the activity wheels i& rapresented by boxes with diagonal lines.

pattern was alsu chserved during the weekends, when rats
yemnained undisturbed in their home cage, and was not
observed in rats forced to be active during their active
phase. Associated with the modified feeding patterns of
W-SP rats a ioss of glucose riythmisity and reversed TAG
rhythms were abserved. In contrast, the noctunal rise of
corlicosterone and the peals of PERT and PER2 expres-
sion in the SCN remained coupted o the LD cycle. These
abservations indicate that animals subjected to & working
ragimen during their sleeping pariad undergo internal de-
synchronization in which feeding and metabolic functions
uncouple from the message of the biological clock.
tn rats working during their sleep phese the disrupted
daily activity patterns, charasterized by reduction of the
nocturnat activity, remained during the weekends, when
they were lefl undisturbed in their home cages. With ofher
manipulalions in which animals are forced to be aclive
during the day, like restricted food access, of restricted
access to a running wheel, also a reduction of the noctui-
nal activity has been observed (Mrosovsky. 1996, Hut et
al., 1999; Mistiberger, 1934), similar {o the present effect
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Fig. 3. Double-plotted actogram of a W-AP rat (=)

Druring weekands ats exhibile
with diagonal fings. Olher indications as in Fig. 1.

described for the W-SP rats (Tabla 1), The persistence of
this effect during the weekends confirms that behavioral
affectors were uncoupled from the time signals transmitted
by the SCN and that 2 weekend days are not sufficient 1o
recover and readjust rhythmicity, Such a disturbance con-
firms why noclumal workers fait to readjust their activity 1o
the time signals of the LD cycle.

The present study revesled that especialiy where it
| concenns melabolic organization shifl work animals de-

of change from the initial baselin:

o robust thythmiclty with 2 Rigner proportion in necturnal ackivity. Time in th

Table 1. Mean activity for the 24-n cycle far the basaline, and for the weekends after each working weok, represe
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}, O the right are the mean activity profiles for the baseline {tap) foliowed by each working week
{pumbers 1=4] and weekands (0 the right}. Rats (n=212) maintained simitar pro

porions of day aclivity as abserved during tha basehne (weeks 1-d),
e activity wheels is represented by boxes

velop an altered pattern. Although totat daily food inlake
was similar Tor alt groups, rats working and feeding mainly
during the day increased their body weight in a higher
prapotiion than the conirols, while those working and feed-
ing during the night remained a lower body weight than the
controls. A factor influencing this propensity can be the
decrease of activity counts for the W-SP, while activity was
increesed in the W-AP group. This factor combined with
teeding at the wrong time could have pramoled the in-

nted as total daily counts and ag %

c w-5P % O change W-AR % Of change
BL 14140 52 2050.5 169751351 1393123018
" Weehend 1 12303020 -27% 12943+ 1803 =%
! \Waekend 2 11147 £555 —34% 1501322706 +11%
i Waakend 3 10049605 —35% 18965+ 2561 +21%
! Weekend 4 993541088 —41% 174432828 reg%
!
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Fig. 4. Maan faod intske =S .EM. of control, W-5P and W-AP rats
during the day {while bars) and during the might (striped bars). The
basaline {BL} of the three groups showead a sImiar daily pattera af food
congumption characterized by low food intake during the day and high
| food inlzke during the night. This proportion was progressively re-

vered alnng the four working weeks for the W-5P group. Asterisks
| indicate statistical differenge between day and night values (P-<i).05).

i creased body weight. A simitar disturbance and propensily
I to averweight has been described for night and shill work-
| ers (Karlsson of al., 20013, and has been linkad fo dis-

turbed diurnal rhythms. Disturbed s'eep patterns in hu-
mans also hava been linked o a propensity to cbesity
{Pearson, 2006; Gangwisch et al., 2005).

In rats glucose increment in the circutation during the
light phase is associated with higher levels of insulin and
hence higher glucose uptake by tissues (La Fleur et al,
2001} In W-SP rats, feeding mainly during the light phase,
polh faclors could have promoted increased capacily to store
energy. In contrast, increased activity durtng the night re-
sulted i lower tody weight tn the W-AP rals, suggesting that
aclivity and feeding at the right phase prevent overweight. A
revent study reporied that rats exposed to regular shifts in the
LD eycle increased their body weight (Tsai et al., 2005),
Howesver, in the long term, daily exercise in combination wilh
shiflsinthe LD cycle reversed this ovenweight (Tsai and Tsai,
2007). In the Tsai and Tsai study animals were forced to
exercise in aclivity wheels for 12 h daily covering a dislance
of 2.2 k. In our study rats did not exercise extensively, the
rotating wheels were used to force activity and the slow
rotation of the wheels promoted thal rats covered only
20.6 m/h for a total of 165 m/8 h activily routine.

Rals forced o "work™ during the sleep peried did not
show a diurnal glucose rhythm and shewed a shifl of the
TAG rhylhms toward the day. The rhythm of Hood glucose
is driven by the SCN {La Fleur el al., 2001}, but is disturbed
after acute sleep deprivation {(Knutssan et al., 2007; Simon
et al., 2000; Van Cauter et al, 2007) and modifled by
feeding schedules (Escobar et al,, 1898). Since & damp-
ening of rhythmicity of general activity was observed in the
W-SP rats, we can assume that the change of activity is
associated with & disturbance or redistribution of sieep
patlerns. The peak secretion of growth hormane is directly
related o the sleep stage and it is well documented that
acute sleep deprivation results in a disturbance or even
complete loss of the nocturnal paak of growth hoimong
(Brandenberger and Weibel, 2004). This harmone plays a
relevant role for glucose uptake by the muscle and protein
synthesis (Moller et al,, 1989), Other hormones like ghre-
lin, leptin, polactin and corticosterone also infliuence the
retabolic state and glucose uptake by the cells {Simon et al.,
2000). Previous studies have reporied 1hat sustained slaep
depnvalion suppresses the rhythmicity and decreases lhe
mean |evels of pancreatic hormenes (Schmid etal., 2007), of

leptin, prolactin and growlh hormone, hut not of coricoste-
rone {Everson and Crowley, 2004); such effect can direclly
influence the daily glucose rhylhm. Although such studies
have explored shorl term or suslained sleep deprivetion,
which are different cenditions from those applied in our study,
they provide evidenice that impaired rhyihmicity of diverse
hormones may affect glucose regulation. Thus the lass of

| Table 2. Average body weight per week for rals maintained undisturaed fcontrol), or exposad (o forced activity for 8 h daily

! Basat Weak | Week 2 Week 3 Week 4 Body welght gain
Ho 18822 228221 256214 26913 22031 124=T.7
1W-5P 106+2.6 232x32 ah14+348 239+15"" 34027 142+53
V-AP 183214 22011 248+21 IR i 290:+2.8* 8713

** Indlcates statistical difierence from the W-SP and W-AP groups with the C; * indicates slatistical differencs belwean W-SP and W-AP group,
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glucose rhythmicity in lhe W-SP rats can have a multifactarial
causa that needs to be studied further,

The reversed pattern of TAG secretion observed In
W-SP rats is probabiy due to the diurnal food intake assa-
ciated with the working routine. White clearly the modified
feeding schedule of the W-SP rats exerled influence on [he
exprassian of this rhythm, in the W-AP rats the maximum
values of TAG remained in the night with a delay of 4 h_|n
all three goups the TAG pesk was observed 3—4 h afer
aciivity onset, which for W-SP and W-AP representad the
introduction of the rats to the wheel, and for confrol rats
represented the starl of the dark phase, Ihis suggests that
for tha thraa groups the peak of TAG followed the anset of
feeding behavior. The present ahsarvations find supporin
studies of human wnrkers where also the TAG postpran-
dial paek is observed 34 h afler a meal (Ribeiro at al.,
1998}, In addition, some studies repor incréased concen-
trations of TAG in shift-workers, however this finding is not
consistent in ail the studies {Boggild and Knutsson, 1999),
Since TAG blood levels are associated with feading, tivs
may ba atiributed to differances in sampling time.

In contrast to metabalic rhythms, the nocturnal cortico-
sterone increase was not madified by forced activity during
the sleep phasa. Dala here reporied indicale ihat despite
forced activity and diurnat feeding tha corlicoslerone
rhythm remained fixed to temporal cues transmitted by the
SCN and to the LD cycle. Such findings are in agreement

with 8 previous study which faund in sleep-deprived rats
disturbed metabolic and hormonal rhythms, but a con-
served corficosterone diumal rhythtn {Everson and Crow-
ley. 2004). In both working groups an additicnal reactive
increase was observed gs a responss tn the placement of
the rats in the whasl A wide range of studias in several
species of mammals has reported increase of corticoste-
rone plasma levels in response to acute siress and acute
exercise (Neufeld et al,, 1994 Hayes ef al., 200B}. How-
ever some studies reporl that alter a few weeks of chronic
exposure lo exercise no refated peak is observed (Girad
and Garland, 2002; Fediuc et al., 2006), suggesting habit-
uation to exzrcise. In our study the animals were forced o
be active and the corticosterong response supgests that
they were not habitualed in contrast to animals that could
choose their level of activity (Fediue et al., 2008}, The daily
corticosierone rhythm is driven by tha SCN {Buijs et al,
2003) hcwaver restricted feeding schedules elicit a peak
anticipating mealtime and restore rhylhmicity in rats bear-
ing hilateral lesions of the SCN {Krieger and Herbert,
1978}, indicating that meal-associated events may aiso
affect coricosterone secretion. Considering that rats ate
mainly during their “working” hours, the cbserved increase
of corlicosterone when rals were Introduced (o the wheals
could be relatet to a food anticipatory reaction. This idea is
supporled by the fact that at the moment the animals are
placed in the whaels also no increase of glucose could
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be observed similar to that in food-anticipating animals. The
fact that high levels of corticosterone at this time point are not
associated with an increase in glucose may seem surprising
however, just as by food anticipation alsc other stimuli are
known in which high levels of conlicasterane are not associ-
gted with increase of glucose {Kaisheek et al,, 2004).

The stable temporal patterns of PER1 and PERZ pro-
tein in W-SP rats confirmed that the activity of the SCN
remainad locked to the LD cycle, which is the main emn-
training signal. Similarly restricted access to a running
wheel (Balimann and Mrosovsky, 2006), administration of
amphetamines {Masubuchi et al., 20000 and food re-
stricted schedules (Hara et al., 2001; Wakamatsu et al,,
2001) modify the tempors! paiterns of activity, metabolic
and peripheral rhythms, bul do nat change the rhwthmicity
of the SCN, which remains coupled to the LD cycle. Since
food has shown to be a strang entraining signal that uncou-
ples peripheral asciliators from the SCN {Damiola et al.,
2000., Hera et al., 2001; Stokkan et al., 2001), therafore we
©an suggest that a main factor promoting inlernal desynchio-
nization in our model of night work can be the combinalion of
activity and feeding during the sleep phase and the resis-
tance of the SCN to remain locked o the LD cycle.

CONCLUSION

In conclusion, the present study demonstrates that forced
activity during the sleeping phase uncouples daily activity
from the LD cycle and thus from ths biological clack, Due to
the diumal aclivity the W-SP rals acquirad a diunal feeding

pattern, which leads to kigher bady weight gain, invarsion of
the TAG rhythm and loss of glucose rhythm, while coticoste-
rone and clock protein rhylhms in the SCN remained locked
to the LD eycle. This condilion clearly reflects cleary an
intemal desynchronization for which rhylhms assosiated with
metabolic balance shifl associated with the combination of
farced aclivity and feeding schedules. In contrast with other
models using shifts of the LD cycle, which prebably also
rnove the activity of the SCN, the present model of night-
work, based on forcad acfivity during the resting phase, pro-
vidas a tool o study machanisms underlying intemal dasyn-
¢chranization in shift and night workers.
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SUFMARY
Life on wur planet is ruled by a Tempolary structure that goOVELns
sur activities, our days and cu: calendars. In order to cope with
& daily changing snvironment organisms have developed adgptive
strategies by exhibiting daily behavioral and physiclogical
changes. Bislogigal rhythms are properties conserved in all the
levels of organizatiom, from unicellular to prokaryotes to upper
plants and mammals. A biglogical rhythm is defined as the
recurrence of a biclogical phenomensn in regular intervals of
time, Biclogical rhythms in behaviour and physiclogy are under
the contrel of an inteznal clock which synchronizes its
escillations to external time cues that have the capacity to
adjust the clock’s mechanism and keep it coupled to external

fluctuations.

The suprachiasmatie nueleus (SCH) of the hypothalamus in mammals
is the master circadian clock which is entrained principally by
the Light-daxk cysle. The 5CH transmits time siqmals to the brein
and then te the whole body and by means of it's time signals the
SCH keeps & temporal order im diverse psgillations of the body
and adjusted to the light - dark cycle. The correct temporal
order enables individual to adeguate functioning in harmeny with

the esxternal cycles.



Bislogical rhythms have a hereditary character, thus its

expression is gepetically determined. All the animals, the

plants, and prcbably all the organism  shew scme type of
physiclogical rhythmic variation {metabolic rate, producticon of
neat, flowsring, etc.i that allow adaptation to a rhythmic
envizommenk. Bioclogical rhythms enable individuals to anticipate
and ta he prepa}:ad ts demands of the promiment cyclic
enviremnental changes, which is necessary for survival. Also,
biological rhycams promote  showing  maximum levels of &
physiological wvariable at the right moment when the envirenment

requires a maximal response.

T humans, an esample of circadian rhythms is the sleep-wake
cycle, simuitanecusly a series of physiological <hanges are
exhibited, also witn circadian characteristics {close to 24
hours] . Circacian ascillaticons are okbserved in the iiberation of
luteinizant hormone, in plasma certiscl. leptin, insulin, gluccse
and growth hormone Jjust  to mentions some examples. The SCH
controls circadian rhythmicity via projections to the autenomic
system and Sy controlling the hypothalams-adenobipéEisis—adrenal
axis. In this way the SCH transmits rphase and pericd o the

peripheral oseillarors, to maintain an internal synchrony.

Modern life favors situations that oppose to the time signals in
the environment and promote conflicting signals to the SCN and
its effectors. The consequence is that circadian cscillators
unceuple from the master clock and from the external o&ycles
leading to oscillacions out of syochrony with the environment,
which is knawn as internal desynchronization. The consequence is
that physioclogical variables reach their peak ewpresgion at wrong
moments according to  enviroamental demands leading thesn to
daficient responses and in a long term %0 disesse. Als'o, levels
of atrention, lesrning and memory reach peak expression at wreong
moments of the day leading individuals to exhibit a deficlent
performance at school or at work. The disturhed sleep patterns
promote  fatigue  and irritability, which difficult social
interaction.

Internal desynchronization results from transmeridional traveling
for which people pass meltiple hourly regions. This results io an
abrupt change in the time schedule and-a syndrome known as Jet
Lag. Freguent travelers <omplain about difficulties ta adjust
rheir slegp-wake cycle o the neuw scnedule, thuz resulting
fstigue, increased sleepiness and reduced attentieon. Jez Llag
results from a loss of synchrany amang biological rhythms and
amonyg diverse functions, which remain cur of phase with the day -
night cycle. This “internal desynehrony” is the cause of general

discemfort, decrement in the physical and mental performanca, as



well as irritability and depression. Freguently gastrointestinal
disorders result as a by-product of foed consumpticon at  an
unusuzl schedule. The state of internal desynchrony is transitery
and depends on the number of time zores that were crossed, thus

adaptation to a new external cycle can Take from 4 ta 7 days.

Anather sxample of internal desyochrony is  cbserved in
individuals exposed to shiftwerk ox to nocturnal work schedules
inight-work) . In such  conditions circadian fluctmatiomns in
behavisral, hoermonal and wmetabolic parameters are observed buat
their temporary rcelation with tihe external cycles is modified.
The intermal synchrony resulis affected by troubled environmental
signs, out of phase with the daily activitiss of the individuals
among them: the hours of food iotake, the exposure to light
during resting hours, the low temperature of the night, apnd rhe
forced activity when homeostatic processes indicate a nged to
rest, This internal desynchrony leads to gastrointestinal
discrders, disturhed matabolic fluctuatiens, disturied
cardievascular functions, alterad menstrual cyclie sleep
disorders, sleepiness, increase of work accidents, =tc, Internal
desynchrony is especially due to the fact that circadian
fluctuarions are influenced by daily external cycles but also by
homeostatic Factors, and can suffer from additional disturbance

by sleep deprivation. Despite vyears of night-work experience,

incapacity to adapt to night work may persist. Only a minority of
shift workers achisve spontanecus adjustment of the rhythms of
core body te;nperature, melatonin, cortiscl, thyroid stimulating
hormone, wr prolactin secretion to shifts by necturnal work.

Therefore shift and night-workers develop a2 propensity to smoke,

drink alcoholic beverages and use stimulant products.

After 5 years cf shift or might-work, health problems appear with
higher incidence than in the general population. The growing
social demand of shift-work, makes it necessary to decide on the
characteristics and forms of shifts to carry out, and up to now
organizing such working schedules cortipues being a serious

problem.

The improvement of health servicas has increased the expectancies
of life, thus the gensral population is becoming old and pecple
survive more years. Olderlpeople ail from health and behavioral
problems including a deterioration of the biological rhythms.
#Hain alterakions consist of lass of expression ¢f the circadisn
functioms or a deécrease of the amplitude of the zhythms, and
ingtability of synchronization mechanisms day by day. This all
implies a decrgased capacity ¢f the clock to adjust te the selar

day.



The decreased efficacy of the aging biologiecal clock is evident
in the fragmented sleep patterns and the disturbed slesp/wake
rhythms, characterized by short sleep episcdes during the day and
decraased sleep during the night. Some stedies suggest that the
disturbed ciréadian rhychms mlay be the cause.of diverse diseases

associated with elderly.

In ¢onclusion, during the last 100 yeazs we have changed our
lifestyle so radically that we lack already of a physiological
design to adapt s0 quickly te the modernity. We can state that

ocur body is designed for a world that does not exist.

In this manuscript %e present a revision of the main alterations
of the biclogical rhythms gemerated by the transmeridionsl trips,
shift-work and aging, their behavioral and physiclogical
conseguences that lead to disease and deficient mental
perfox:mancé. We alap discuss pozsible strategies that need Lo be

explored and that may help people to improve their gquality of

tife and to prevent internal desynchreony.

Kay words: biolegical rhythms, biological clock.

desynchronization, Shiftwork.

RESUMEN

La vida se rige por una estructura temporal gue gobierna noestras
horas, nuestros dias ¥y nuestres calendarios. Como parte de la
acaptacién a los ciclos de tiempo que impone el planeta, todo
crganisme presenta ritmos en su actividad y fisiclogia. Los
ritmos bicolégicos son una propiedad conservada en todos los
niveles de organizacidn, desde organismos unicelulares
procarieontes hasta plantas superiores y mamiferos. De ellos los
més robustos son aguellos asociados a los cicleos externos por 1a
alternancia del dia y la noche y por la altermancia de las
estariones de ano.

Les ritmos bicldgicos fisioldgices ¥ conductuales 3on
PLOCESUS depend;entes de un relej intermo capaz de ajustar Sus
oscilaciones & <laves de tiempe extermas gque lo mentienen
sincronizade a estas flucrtuaciones externas. El nbheleo
supraguiasmaticse del hipotalams (HSQ), es5 en los mamiferes el
principal releoj circadiane y se sincroniza principalmente por
gl cicle luz/oscuridad. El NS transmite seflales de tiempe al
cerebro ¥ de ahi al resto del organismo y por medic de estas
seflzles de tiempo el WEQ mantiene un orden temporal en diversas
funcicnes del rcuerpe y¥  las mantiene ajwstadas &l ciclo luz-
ocscuridad.

El correcta orden temporal internc permite un adecunado

funcicnamients del individuo en armonia <on el medio externc. y




rermite exhibir respuestas adecuadas a wun ambiente cambiante y
Predecible,

El estile de wvida del hombre moderno propicia situaciones que
llevan a alterac:cnes de nuestros ritmos bhiologicos causando una
desadaptacidén temporal que redunda en dafios a la salud, ya gue
cfecta tanto Lz fis;lnlcgia como la forma en gue organizamos
nuestra cenducta. Un ejemplo de ello son los ¥iazles a través de
miltiples regiones horarias. Hstos cambics de herario kbruscos
provocan un sindrome conocide comg “jet-lag”; gue comsiste ea un
conflicto transitorio entre al tiempo “internn” y el tiempo
“externo”! lo cual se denominada desincredizacicn interna. E
jet-lag se cefine como un canjunte d¢ sintomas causados por una
dlteracidn del patrén de sueflo, y de la expresién de ritmos
biolegicos fuera de fase entre si ¥ fuerd de fase con el ciclo
del dia y la noche. ESsta es Lla causs del malestar general,
detericre del desempefic mental y fisico, asi como irritabilidad y
depresion. Son fracuentes también los desdrdenas
Jestrointestinales, resultado el consuma de alimente en un
horario inusual.

Otzc ejemplo de alteraciones en los ritmos cirpcadianos se obaerva
en los trabajadores con turnes rotatorios 9 Bl LUrnos NOCTCUERGS.
Bajo estas condiciones se produce un canflicto entre las sedales
temporales asocizdas al ciclo diurna ¥ dque transmite el reloj econ

iag actividades y alimentssz del rabajador en turnos. be este
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esquema de tzabajo resulta una reduccién de las horas de suefio Y
una alterscidon de 1los ritmos circadianos, que llevan .a una
desincreonizacidén  interna. Bsta al igual que por el Jet-lag
redqunda en un detérioro de las funciones mentales, de la
capacidad de atencidn, de memorizacisn que se asocian a
irritabilidad y problemas emocicnales. Aderds se  phssrvan
consecuencias en la salud con lncrementc en lz incidencia de
malestares gastrointestinales, enfermedades cardiorvasculares,
chbesidad y diabetes. La mejoria en servicios de salod han
incrementade las expectativas de vida, enfrentande entonces a la
humanidad a2 wna poblacién que logra sobrevivir muchos ados de su
vejez con los cambios de conducta y salud propios de su edad,
entre los que se incluye un deterioro de los ritmos hivliégicos,

Zn e3te trabaje presentamos wna reviside de las principales
alteraciones de los ritmos bioclogyicos generadas por las viajea

transmeridionales, ia ¥ Bl trabaje en turnes. Tambien

discutimos la relevancia de una buera agapTacidén e los ritmas
blologices y las c¢onsecusncias conductuales v fisicloegicas que
Par su altsractdn, que llevan a la =pnfermedad ¥ oa un dasempefa

mencal deficiente. Tamhien sugerimes estrategias qus necesitan

s2r exploradas y gue poadrian ayudar prevenir la desincieonizacisn
interna, para mejor la zalicad de vida.
Palabras claver ritmaos bielégicos, relaj bioldgice,

desincronizacién, trabajo roratorio.




LOS RITHMOS BICLOGICOS PARA LA SALUD
Los médicos y £ildsofss de 1z Grecia dntigua ya obserwvaban
cambiss: regulares ep las funciones del organisma, fentmeno que
ahora conecemos cemo “ritmos bicldgicos”. Hipécrates acensajaba a
los interesados en la medicina “investigar ias sstacicnes del afe
¥ la gue ocurre en ellas”., Como censeio  practico, sugeria
“administrar las purgas de arriba hacia abajo en el verano y de
abajo hacia arriba en el invierse”. Hnas cuantos siglas maa
tarde, la ewxpedicidn de Alejandro Magno trajo consigo aumerosas
descripricnes de plantas ¥ 3nimales ewdtices, Andréstenes, eao de
los cronistas ce 1a expedicidn, relatd gque lag hojas v pétales de
ta planta del tamaricds se Movian 2 la large del dia, como
“saludando al se0l“.! Fs curiosa que casi toda la nistoria de las
chserviciones de los citmos biologicos se refiere a estudies en
plantas. Bl caturista ®arl Linne fue el creador del sistema de
tzxonomia de plantas publicade en 1735, y realizé una de las
primeras aplicaciones Practicas de los  ritmos biolegiros,
Dasdndose en la regularidad de la dpertura vy cierre de los

petalos de diversass flores ¥ en 1745 gred un mapa de flores para

un reloj de jardin.? Cada especie de flor seleccionada se abriz o-

cerraba a ung hora determinada, desde las seis de la mafiana hasta
la seis de la tarde, de manera que al comprobar gqué especia
floral tenia los pétalos abiertos o cerrades se podia saber 1la

hora."?{Figura 1)

12

El primer experimento cronobiologicoe conocido fue en 1729 por el
astrénome francés Jacques d Ortous DeMairan, el ootd gue una
planta sensitiva de su jardin (mimesa pidica) abria sus hojas
durante el dia y las cerraba durante la noche. Encerzd la planta
BNl Ul armario osSCuUre y para  su sQrpresa  la plante continud
abriende y cerrande sus hojas con el mismo cicle gque mostraba en
50 exterior.l? por TiMEYa VEZ & demastrd gue  los  ritmas
clreadiancs eran capaces de Mantenerse aun en ausencia de seftalas
temporales del ambiente.®

Foco a poca hemos antendide gue los cambios ciglicos del ambiente
influyen sobre nnestra fisiclogia. Las observaciones de los
ritmos bioldgicos se han extendido de las plantas a los animaltes
¥ a8l ser humane, de tal manera que en el conpcimiente de la
medicinag tradicional se comnsidera la apiicacidén de algunas
hisrvas per la noche y no en el dia, en luna llena perv no cotras

naches. ?

i{QUE ES UN RITMO BIOLGGICO?

Ahora sabemos que un ritmo bicldgico es. la recurréncia de un
fendmene biolégice en intervslos reqgulares de riempo. Los ritmos
bigitgices tiegnen un cardcter hereditario, es decir, su expresion

' Todos los animales, las

estd  gendticamente determipada.®
plantas, ¥  probablemente todos les  organismos  muestran

variacionss ritmica en su fisiologia (tasa metabélica, produceidn
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de caler, floracidn, etec.) que suelen asociarse con los ciclos
ambisntales. Les ritmos 'biolégicus capacitan los organismos
pParxa estimar el paso del tiempo, para anticiparse ¥ prepararse
a demandas que surgen de los cambiocs ambientales ciclicos
relevantes para si supervivencia, De asta manera permiten
mostrar riveles miximes de upa variable fisialbégica cuando las
condiciones en a2l medis ambiente regquieren una respuesta
aumentada. BEn todos las taxa de los organismes eucaricntes asi
cano algunos mrocariontes Yy honges se han decumentada diferentes
ritmes  bioldgicos con periodos que +van desde fraccionas de
sequndo hasta afles. TLos organismes uniceilulares también eXxhiben
Titmos en ,la velocidad de fotosintests, metabolismo cxidativo,
fototaxis, por mencionar algunos.??

En 182l se clasificd a los ritmos bisclégices en tres grupos de
acuerds con  l&é frecuencia de su oscilacidn:  Los  ritmos
ultradianos, son ritmos dg alta frecuencia y se presentan mas de
ana wer en un dia; los ritmos circadisncs, tienen fracuencia
similar a lss 24 horasg ¥ los ritmes infradiancs, sen de baja
frecuencia, es decir se presentan menos de una vez en 24 hrs.’®
AlQUNOos ejemplos de ritmos clasificades con este criteric se wen
en la tabla 1,

Los ;itmcs tiolégicos mis estudiados ¥ mas frecuentes en los

QIganismes viveos men los ritmos circadianos, que se ajustan a

las variaciones clclicas del dia ¥ la neegpe.?

EL NOUCLEQ SUPRAQUTASMATICO: RELOJ CIRCADIANO MAESTRO.

La generacidn de ritmos circcadianos &S un pr&ceso dependiente de
un relej interno.? En 1a actualidad se ccnocé muy bienm dque =n
los mamiferes el ndclao supraguidsmatice del hipotdlanme
(MSQ), es el principal rele] eircadiane, =! cual genera ¥
Lransmite sefiales de ritmicidad a otras zonas del cerebro y de
ahi al  resto el organisme.™® 1  wsQ  ae compona  de
aproximsdemente 15,008 neuronas de las cuales, la mayeria
genezan y mantiensn oscilaciones circadianas autosostenidas
2L su actividad elécrrica 7, en la utilizacibn de glucosa * ¥ oen
la expresion de ganes g. Por medic de proyecciones a otras zonas
cerebrales y el contrel de secreciones harmonales genera los
ritmos  bioguimices, fisialégicos ¥ conductuales en los

mami feres, 1Y

EL ORDEN TEMPORAL INTERANQ

El N8C al transmitir a todo el organisme sy sefal de tiempo
mgntiene sincronizadas tedas las funciones Y la conducta para que
escilen con un orden de acuerdo a las fluctuaciones extexnas del
dia ¥y 1z noche.' cor glle se mantiene un “orden temporal
WNLEINe” que permite 2l buen funcionamiento del cuerpo. Desde un
punto de vista cronobiocldgico, el estado de normalidad {(salud) se

define come la correcta relacidén de fases tanto entre los ritmos




del propic OCgQamnismoe Como ankre @steos ¥y el eicle ambiental.
{Fig.2}) Para lo cual definimos fase como un momento dentro de wna
oscilacisn, de manera que el punte maxime ds wn ritmy es la
acrofase, y Se utiliza come punto de referencia de cada ziclo-

En condiciones rormales de siocronizacién  con el ciclo
luz/oscuridad, cads ritmo -ircadiano del organismg asure una
rel§CLén ds fase estacle con la sefial de tlempo externa, ademds
las civersas variables fisioldglcas mantisnen und relacién d=
fase estable entre 1. B5Ta sipncreonia interna entre variables se
mankiene atn €0 ausencid de estas sefales de tiempo., gra:iés al
relej bioldgico: el nicleo supraquiasmitice (HSQ), que mantieng
yna “escilacidém libre o libre cursae” (ausente de seﬁales de
sincrenizacicn) sjemplo en sondicicnes de sscuridad constante.
Estudias en perscnas indican gue en ausencia de sincronizadores,
los rTitmos de susdo/vigilia, de remperaturs corperal, y de
concencracion plasnatica de cortiscl mantienen sus sscilaciones,
avngue con ciclos mas 1argos Y manteniendos una relacign de fase
gatzble. Solamente en ocasiones en que la condieitn de libre
curso se prolonga puede perderse 1a relacitn de fasza, ¥ Bl no
depender de la presencia de un zeitgeber, este hecho sugiere la
existencia g ZSusrtes mecanismos de acoplamiente interno pOI

parke del relsj hacia los demis tejldos caciladores.'®™

LA IMPORIANCIA DE ESTAR SINCRONIZRDC

Fl ser buomano es asencizlmente diurno, eara prefarentemente
actiwo durante el dia, romande las horas de desganso durantz la
noche .2

pas sefiales temporales due sincronizan al celod bioldgico del ser
numang Son MUy variadas., Las mas evideptes son tlaves perisdicas
(de 24 horas) del arbisnte, de ias cuales la principal e8 =33
ciclo de dia/noche vy L& temperatura’ sin embargo, tamzien
influyen sobre el reloj sefiales soriales como la prganizacién de
hararios de trabajo, gl esparcimiento. los horarics de comida ¥y
gtros COMpPrOMLiSCS sociales, asi como la propia actividad fisica
del 1ndiu'1|:luo.‘9 Por o tantods wivimos inmerscs en una compleia
estructura social que condiciona muestra vida diaria.

£1 desarrolic de recnologia en comanicacion, e 1a industria de
alimentos asi come en la prestacion de bienes ¥ servicios ha
creado una zelativa independencia de los eventos sociales del
ampiente “natural”, le cual ha creado pricridad 2 gstimulos
arvificiales que influyen sobre el reloj bialsgico.

Un ejemple de comG la wida moderna provoca situaciones dque
producen atteraciones en la sincronizacion son los cambios
pruyscos en el amblente [vuelos e lLarga duraciéen, Turncs de
trabajo  nocturnd. etc.) que  causan

trabaio rotatorios,

alteraciones seobre &l reloj bielogico ¥ 1a expresién de las

ritmog circadianos, ™ Estas alteraciones desajustan &l
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orden temporal iaterno, gque deja secuelas crdnicas en ia salud ¥

la integridad mental de las personas,!h2%28

DESINCHONIZACIOM POR VIRJES AEAESS THANSMERIDIONALES {Jet Lag}
1cs gque aabitames este planeta sahemoé que los tiempas y habitos
que desarrollamss estin condicicmados pPor nuestra localizacién
geocgrifica.  hgreilos  que hayan vwolado cruzandc meridiancs
debieron ajustar sus relojes pulsera para Ser coharentes con el
lagar de desting, adelankande o atrasango las agujas dei reln::;i‘.”l
Paralelanente, el reloj bicldgice experimenta la necesidad de
realizar el mismo ajuste, que ne se logra de manera inmediata. En
congecuencia las distintas variables circadianas comprometidas en
iDs  Pprocescs <o oscilacien del  cuerpo  exhiben respusstas
btrapsitorias de ajuste distintas para cada sistema: por ejemplo,
los ritnos de frecuencia rardiaca, presiéc arterial, actividad
lecamotora, catecolaminasg plasmiticas; entre atros, sa
sincronizardn més rapidamente que lns ritmes de temperatura,
melatonina desechos urinaries y cortisol plasmatica. 3137

La diferentz cspacidad de ajuste de cada drgano  causa
renporaimente uwna pérdida del orden rtemporal interno entre los
osciladeres periféricos, resultando una pérdida de las :ela.cicmes
¢e fase, normalmente ostables.® Gradualmente y a diferentes
velozidades se restzblesen las relaciones de fase de los ritmos

entre 51 y con 2l nueve horario.® ™ ppor 1o rante el jet-lag
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resultante de viajes <transmeridionales ocurra cuandeo ciertos
ritmog bislégicos se encuentcran fuera de fase entre &1 vy fuera de
fase con el ciclo del dia y la noche. %% En el jet-lag se
produce un conflicte transitorio entre el tiempe “interno® y al
tiempo “externo”; lo cual se  dengminada desincronizacidn
interaa. *37 (pig, 23

La desincronizacion interma tiene ceome consecuencia un deterioro
gengral ¥ transitoric de todas las funciones mentales ¥ es la
rausa del malestar general que reportan muchos viajeros. " Las
consecuesncias de los wvuelos transmeridiancs son muesho cangancio
durante el dia, nmenor  grade de concentracidm ¥y alerta,
desorientacién, “destemporalizacién”, asi como irritabilidad ¥
depresign, ' ! san frecuentes tembién los desdrdenes
gastruintestinales derivades de la ipgestisn de alimentss en un
haorario inusual, tales como indigestidn, diarrea, constipacion,
acidez estomacal y riesgo de diceras gdstricas y ducdenales, Este
estado de desincronizacidn interns es transitorio Y depende del
nimerc de hises horarios que se hayan pasade. Se ha descrito gue
la recuperacidém es mads riapida cuando se viaje hacia el azste y se
Presenta un atrasc de fase, gue cuande se viajas bacia el este y
$8 requiere un adelanto de fase.™ Las consecuencias mas graves
5& ohservan &n PErsonas que viajan conztantemence Y que el tiempo
entre un viaje ¥ otro no permite la resincronizacién interna.

Estas personas se caracterizan por ¢stades crénicos de cansancio,
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dificultad en la coneentracidém, irxitabilidad ¥ menor grado de
alerta durante el dia, asi como ammesia temporal, debilidad

general v ansiedad.?

LA DESTHCRONIZACICHN EH TRABAJADCRES EH TURNOS (§hifkswrork)

Desde hace varies sigles, ya existian jornadas de trabajo diurnas
¥ nocturnas, especialmente en las actividades industriales
extracrtives y de los servicios de salud, En 1556, el médico Geoarg
Bauer, describld on su libro “De Re Metallica®, las difizultades
de salud por las que pasaban los minercs del! tercer turno -]
turne neetuzng). Escrite hace 443 afos, este libro relata una
situacidn que ocurre actuslments =olo gu& 3Nora en proporciones
mayores .,

El trzbajo rotaterio o em turnos es una modalidad de crganizacidn
laberal imprescindible para euvalquier socisdad moderna. Se estima
que gn 1a actualidad un 20% de la poblacidén labural realiza alqun
tipo de trabajec er turnos en variadas areas, gue comprenden tants
al sector de servicios como al industrial.¥ Las proyecciones
indican que para la-segunda década del siglo KT aproximadamente
un £0% de la poblacisn activa realizacé alguns forma de trabaje
en turnes,

El trabajie por turnos supone el trabajo fuera de las hocas
normales d¢l dia; es decir gue los trabajadores por twrnos pueden

trabajar por la tarde, a la mitad de la noche, trabajar horas

0

extras o dias muy lLargos; también pueden trabajar algunas veces
en horario normal. Muches trabajadores por tuznus tiemen horarios
rotatorios, lo gue supone cambios de lgs horas de trazbajo de la
maflana a la tarde o del dia a la noche, Estos cambios ccurren en
dias diferentes de una semana o en un Tes. Los policias ¥ los
bomberos, por ejemple, 2 wenudo Lienen calendarios de trabajo gue
rotan. Ocros trabajaderes pueden tralajar un turng "permanente” v
trabajar solamente por l2 noche o por la tarde. Por lo tapte los
turnos de trabsjo pueden ser de B o de 12 koras, o bien de 24 x
24 noras. Las turnos pueden ser rotatorics (la sitvacidn mas
comun), £ijos, & nna mezela de ambgs.d®

Desde el punto de vista cronckliolSgica, ¥ cualguiera que sea el
efquema de trabaje en Curnes que se adopte, se preduce “siempre
una reducsién de 1as horas e suefio v uns alteracicn de las
ritmoes circadiancs. Esto lleva a4 una situacien de cansancia y de
@streés crénics en el trabsjador de turmos rotaterios, qué =se
asgcia a tres factores principales: !a) la alteracién de los
ritmos eircadianes; (bl la fatiga vy la alteracién del sueiio; (o)
las alteraciones de la vida de relacion doméstica y social. ®
Con relacién a los ritmes circadianes, el rurne de trabajo
requiere, en geanecral, que un individuo esté alerta cuoands su
sistema circadiane sefala el reposo, lo euwal &5 un momento
insdecuado de su ciclo suvefio-vigilia.®'"® Debide a el process de

ajuste del sistema circadiano al cambic repentine de horaric en
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el nuevo turng es lanto ¥ reguiers una semana aproximadamente (un
dia por oada hora de diferencia entre turnosl el trabajadar
macturno esta en general desincronizado.'™'’. La presencia de
sincronikaderes externcs (el dia ¥ la noche} en antagenismo con
el requerimiento impuesto por los turngs luna saciedad diuxna
para iodividues que quieren conciliar al suefio durante el dial,

afecta negativamante a la adaptacidnm,

Un &0-70% de los trabajadores en turnos se queja de zlteraciones

del suefic y de f_atiqa zumentada durante el turno necturno. Es
comin, que el trabajader lo atribuya a la falta de suefie. Una
Consecushcia exirema de- la privacion de suedo 25 la llamada
"pardlisis necturna®, episodio= de 1-2 minutes de duracién, en
Loz euales los individucs estan conscientes de 1o gque pturre a sun
alrededor pero son incapaces de &ctuar., Esto explica tante
incidentes wmenores como acgidentea de trabajo graves (de clara
predominancia nocturna), asi como tragedias industriales del tips
de Chernobyl o 21 derrame petrolero del Exxon Valdez, 9F

El suefic en un trabajadoi: en turnos puede estar alterade tanto
por factores endbgenos como exdgenas. % Los fartares endégenos
Provienen del sistema circadians, preparade para el despertar en
el momento gue el trabajador de turno nocturnge pretendse tener su

descanse, 31

Es comin, ‘que el trabajador atrikuya su falta de
descanso al ruideo del trafice, los gritos de los nifins, etc., sin

percibir gque, en realidad, e3° su sistema circadiano gque indica
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doxmic de neche ¥ actividad de dia, el recponsable de los
Erastornos .de suefin. EBsto conduce a una inadecuacidén social ¥
domestica, al impedir al trabajador cumplir edecuadamente con sus
obligaciones familiares ¥y sovciales, En  este sentide, los
conflictos sociales y familiares, por ejempla la incidencia de
divorciog, =5 significativamente mayor en personas que realizan
trakajo en turnos,

Con relacidn a2 las secuslas en la salud producidas por el trabajo
en  turnes, existe wn sumento significative en el pemero de
consultas médicas y bajas por enfermedad en esre grupo de
trabajadores. Las quejas mads comunes son el cansancio, la fatiga,
irritabilidad, aumento del consumo de medicamentes, alteracicnes
menstruales, etc.™ Otras alteraciones especificas m&s comunes
son la ganancia de pesa,™ ™ las alteraciones gastrointestinales,
comprendiende a las gastritis em todas sus variantes ¥ a la
dlcera  gastroduodemal; en sequnda termino, las alteracicones

* y cdncer de mama en mujeres, 7 NS [Fig. 3).

cardigvasculares
En distintwos estudias, a partir de los § ados de erposicidn al
{rabaje en rurnos, estas alteraciones aparecen con mayor
incidensia que en la poblacitn general.’®

La demanda sovial creciente del trabajo en turnos, hace necesaric
tomar decisicnes sobre las caracteristicas ¥ tipos de turnos a

realizar, parc hasta el nomento sigue siendo un grave problema

laberal.
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ALTERACTONES DE I03 RITHOS BIOLOGICOS EOR VEJED

Un factor determinante en el funcianamiento del reloy bislégico y.

la expresidn de los ritmes circadianos es ia edad. AL envejecer
se  observin canbios generales en las funciones_ del reloj
biolégico gue se manifiestan en pérdida de la amplitud de los
ritmos ¥ 3 mostrar inestabilidad en la sincrenizacién dia a dia
{0 Sea una Menor precisien del reloj para ajustares al dia
solar]. Se produce ademds una pérdida en la capacidad de
respuesta ¥ ajuste a carbios impuestos schre el reloy, como los
producidos por el trabajo en turnocs rotatorios ¥ por los vuelos
transmeridionalas *'"* s¢ cree que eatas alteraciones ascciadas
al envejecimiento se deben directamenote el detericro del reloj,
cuyas células componentes son neurcnas ¥ comd tales son inmcapaces
dg reproducirse. Un reloy doven ¥ bien c<onstituido, v sus
cofrectas ccnexiones es capag de generar ritmos rcbustos de gran
amplitud, esto es con diferencias significativas entre los
valores min_mos ¥ los midximos; mientras que la Zuerza de un relej
envejecideo decrere Jjuntoc con la amplitud de los ritmos que
contrels. Lz amplitud es un  indicador de la “fuerza del
oscilador” o de la resistencia ante manipulacicnes exSgenas. 2
be modo que, los ritmos de menor amplitud de los ancianos indican
una mensr capacidac de transmitir v contrelar la ritmicidad del

cuerpe.®™ Bl mal funcicnamiento del reloj biclégico se hace
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evidente en la fragmentacitn producida entre las Fases del ritmo
de sueno/vigilia manifestandose suefics cortos durante el dia e
interrupsicnes y decrementos del sueflc nocturnc.® (Fig.4) En las
personas de mayor edad los sintomas del Jet-lag se intensifican y
el riemps de adaptacidn suele dilatarse. Estos hechos son
consecuentes  con - el envejecimiento, existiendo una mayor
tendencia a la desincronizacisn interna “*° gue en orzasiones
Lleva a la desaparicion de ciertas funciones circadianas, Existen
algunos estudios sebre ritmos y envejecimientn gue sugierea un
reloj mds rdpide en su funciomamiento, Lo que explicaria tal vez
la tendencia de los mayores para acostarzse  y  levantarse

temprano, &

MEGIDAS PARA EVITAR O REMEDIAR LA DESINUCROHIZASTON INTERMA,
Debida a que e} estile de wvida modernc ‘mpone cadz vez mds las
actividades en contraposicion a las sedfizles naturales del dia y
La noche, surge la necesidad de ofrecer alternativas para aliviar
los melestaras asocciados a 'una_ desincreonizacidn interna vy
scbretode para evitar enfermedades.

Para mejorar la calidad del suefio, se ofrecen terapias para la
organizacidn de ume rutina de sueflo en particular para aquellos
trabajadores en turnos nocturnos. Las siestas breves, durante =)
turne prolongado, mejoran el rendimiento laboral; las siestas

previas al turno de noche, también mejoran la adaptacidén. En
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diversos estudiss, e@ use de la melatonina ha sido henaficiaso
paca facilitar el proceso de reposo en horarios no adecuadss para
el suefic, comp cuando se requiere dormir por la mafiana después de
lz jornada ds trakaje nocturng, T

Asimismo tante <n estudios en =l lugar de trabajo come en
gstudios de trabajo en turnos simulados, la exposicién a luz
intensa durante el horario de trabajo (fototerapia), y el
descanso en cdmaras oscuras, faverecen la resincronizacidon de los
ritmos ¥ mejoran la calidad del soedio, ™% Tante 1a modificacisn
del amkiente luminoso laboral como el uso de la melatonina serdn,
probablemente, 108 recursos de eleccion en los préximes anos,
para minimizar las coasecuencias de una “Sociedad de 24 Horas",
sin descanse nocterno, a la que se enfrentars s} tombre en el
sdiglo MMI.
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Figura 1.

Tabla 1

Tipro e ritine Periode | Fiemple
UBradiano O.F seg Electroencefalozrama
I sep Ritmo cardiage
S seg Ritimo respirataria
60 ruin Secreciones hormonales
HE i Alternanciz de estados de
syaia
Circadiamo 24h Activitad- reposo
. Temperaura corporal
Initndrane 28 diny Cledo menstenaf
363 dins Hibemnacian

Fig. 1. El relej floral de Linneo, von el cual puede saberse
la hera fenctre las & 2M y las 6 EM) de acuerdo a gué flores
estin abhiertas o cerradas en &l campo.

Tabla 1. Pericdo de los ritmes bioldgicos clasificados de
acuerde & su frecuencia.
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Fig.3. Representacisdn esquemitica de un ipdividuo sincronizado con sug
ambiente [sanc) (A) ¥ otro desincronizade (enfermo) (B). En R, la linea
centinua represents una correcta relacion de fase del relos bicldgice
{HEQ) con el medic ambiente conocida como sincronizacién externa y la
correcca relacidn de fase del relo} con sus osciladares periféricos
conocids como =incronizacién interna. Bn B, La linea discontinua
rapresanta ua individuos eon desincrenizacion externa, es decir no
existe una relacion de fases del N30 con el medio ambiente. En  la
desincrenizacidn interna se Plantea gue existe una correcta relacién
entre el relcj y el _media éxterno, perg una aiteracién en la salida
de sefiales ritricas del Teloj hacia el reste del organismo, que da
TORG consecuencia an desacoplamiento del otganisme con sy Fropic
reloj.

Desincronizacion

Figura 3

Aiteraciones en [os ritmos
Circadianos,

Tempexatura corporal
Ritrn 05 de glucasa,
Desincranizecin interma, ete -
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Fig. 3. Las secuseias en la salud producidas per el trabajo en
turnos son variadas, esta figura resume las alteraciones en
lz saled mids comunes. (Modifica.do. Nature Reviews, wol & may
2005,
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decir, se adelanta ja hora de inicio del suefo y del
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EXPECTANCY FOR FOOD OR EXPECTANCY FOR CHOCOLATE
REVEALS TIMING SYSTEMS FOR METABOLISM AND REWARD

M. ANGELES.-CASTELLANOS,* i
R. SALGADO-DELGADO,? K. RODRIGUEZ *
R. M. BUIJS” AND C. ESCOBAR™

“Daparamente dé¢ Anatomia, Edificio 8 4° Fiso. Fac de Medicing
Universidad Nacional Auténoma de Mdxico, México OF 04510, Maxico

"Deparamento e Biglagla Gefular y Fisislogia, Instituto de ihvestiga-
ciones Eiomgdicas Universidad Nacional Auttnoma de Moxico.
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Ahstrast—The clock gene protein Per 1 (PER1) is expressed
In several beain structures and oscillates associated with the
suprachiasrnatic nucleus (SCN). Restricted feeding sched-
ules {RFS) induce anticipatory activity and impose daily os-
cillations of c-Fos and clock proteins in brain structures.
Daity to a palatable treat (ch late) also elicits an-
ticipatory activity and induces c-Fos expression mainly In
corticolimbic structures. Here the influence of daily access to
food or chocolate was explored by the analysis of the oscil-
latory patterns of PER1 in hypothalamic and corticolimbic
structures. Wistar rats were exposed fo RFS or o daily ac-
cess to chocolate for 3 weeks. Persistence of food or choc-
olate entrained rhylhms was determined B days afler cessa-
tion of the feeding protocols. RFS and chocolate induced a
phase shift in PER1 thythmicity i corficolimbic structures
with peak vatuss at zeitgeber time 12 and a higher amplilude
in the chocolate group. Both RFS and chocolate groups
ahowed an upreguiation of PER1 in the SCN. Feod and choc-
ofate entrained rhylhms persisted for 8 days in behavior and
in PER1 expression in the dorsomedial hypothalamic nu-
cleus, accurmbens, prafromal corlex and central amygdala.

The present data demaonstrate the existence of different
oscillatery systems ih the brain that can he activated by
entralnment 1o metabolic stimull or to reward and suggest the
participation of PER1 in both entraining pathways. Persis.
tence and amplification of PER1 oscillations in structures
associated with reward suggeast that this oscillatory process
Is fundamental to food addictive hehavior. © 2608 IBRO.
Published by Elsevlar Ltd. All rights reserved.

Key words: food=entrainment, reward, clock genes, suprachi-
asmatic nugleiss, hypothalamus, addiction,

Circadian rhythms are driven by the suprachiasmatic nu-
cleus of ihe hypothalamus (SCN), and are coupled o the
light dark cycle (Klein et al., 1991}, Time keeping mecha-

*Comesponding author, Tel: +55-5623-2422; fax: +55-5623-2425,
E-mail address: escocarcina@grrall.com (C. Escobar).
Abbrevialions: Aoe, nutleus accumbens; Acc-Core, nucleus aceum-
bens sut-reglon core; Acc-Shell, nudleus accumbens sub-regian shel;
AL, zd ikifum group; ARG, arcuale nucleus, BLA. tasolateral amyg-
daia; GaA. cantral amynadaial CH. charatats enirainment group; DWH,
dorsomedial hypothalamic nugleus; FAA, food amicipatary sctivity, FE,
food antrainment graun; LD, hight'dark; PeF, perifornicel area; PER1,
prvtein Ferl; PEC, prefonial conex; PVT, paraventrieular thalamic
futtaus) RES, rastricted feeding schedules; SOM, suprachiasmatic
nueiess, vMH. ventromedial nuclees: 2T, zeitgeber Lme

nisms in the SCN are driven by a set of clock genes (per?,
per? per3, cryl, cry 2, elock and binalT), which transerip-
lionflranslation cycles produce oscilfations with a 24 h
cycle (Dunlep, 1999; Okamura, 2004). Other brain siruc-
tures and peripheral tissues also express clock genes in a
cirsadian manner and their oscillations are mainly driven
directly or indirectly by the 3CN {Guo et al., 2005; Buijs
and Kalsbeak, 2001}, Thae detection of clock genes or the
resulting proteins in the brain as well as in peripheral
organs has indicated thal the circadian system consists of
mulliple oscilistors. Interestingly, when food is restricled 1o
a few hours daily, meaitime not only exerts a powerful
entraining farce on metabolic funclions (Escobar et al.,
1998; Saich et al,, 2006) but aiso entrains clock gene
expression in peripherat oscillators and uncouples their
daily rhylhm from the SCN {Damicla et al., 2000: Hara et
al., 2001; Stokkan et al., 2001}, Maoregver this, restrigted
feeding schedule (RFS) at a predictable time eliciis food
anticipatory achivity [FAA) charactenzed by behavioral
arousal and increased locomotor aclivity 2-3 h prior to
mealtima,

RFS induces c-Fos expression in hypethalamic re-
gions invalyed in mediating metzbolic and arousal signals
to the rest of the brain {Angeles-Gastellanos et al., 2004;
Gooley ef al,, 2006; Meynard et al,, 2005). In addition,
c-Fos is induced in coricolimbic struclures involved in
hedonic and motivational processes (Angeles-Castellanos
et al., 2007; Mendoza et al, 2005). RFS antrain daily
cycles of per? and per2 products in the dorsomedial nu-
cleus of the hypothalamus (DMH) (Mieda et al., 2006} and
in strirctures of the corticolimbic system (Angeles-Castel-
lanos ef al,, 2007; Verwey et al., 2007; Waddinglon Lam-
ont et &, 200¢7; Wakamatsu el al,, 2001} indicating that
RFS is able to Induce dafly osclliations in brain systems
invalved in enaergy homeostasis and motivation for food.

Mutivational factors involved in food enfrainment can
be dizssected from homeostatic factors by providing to rats
fed ad fibitum daily at a fixed time a piece of chocolate,
sucrose or sweet milk (Mistiberger and Rusak, 1987; Abe
and Rusak, 1982, Mendoza et al., 2005). This procedure
does nol induce a negative metabolic stalz inthe rats ora
cycle ¢f daity fasting—feeding alternaticn, Daily scheduled
access to chocolate elicts anticipalory activity of shor
duration and elicits -Fos expression in conicolimbic strug-
tures and nol in hypethalamic nuclei (Mendoza ef al.,
2005), indicating that a daily rewarding stirnulus is sUHi-
cient to eficit behaviaral expectations and to induce strong
anlicipalory neuronal aclivation in coricolimbic structures.

The present study was designed 1o determine whathaer
a daily predictabie pafatable treat antraing oscillstions in

0306-t522/(8$32 00 +0.00 € 2008 IBRO. Published by Elsevier Lid. All rights resenved.
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similar brair areas as those entrained by RFS. Therefore
expression of the clock gene protein Per! (PER1) was
used as indicator of such daily temparal activation, In order
to demonstrate the endogenous nature of this oscillation
and to reject that temporal patterns were eficited by the
dally stimulus, persistence of the temporel patterns was
expiored in fcod and chocolate entrained rats 8 days after
interruption of the entraining protocol, The present data
indicate that corticalimbic structures contain clrcadian os-
cillstors mainty driven by the reward of chocolate, while
hypathalamic oscillations are specifically driven by food.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Animals and general housing conditions

Adukl male Wistar rals weighing between 250 and 300 g al the
beginning of the experiment ware housed in individual transparent
acnylic cages and were maintained in isolated lockers in a sound-
proaf menitaring room with a 12-h light'dark (LD} cycle {lights-on
al 06:00 hdefined as zeitgeber time {ZT) 0), constant iemperature
{241 °C}, circulating air and free access o food (Rodent Labo-
ratory Chow 5001; Purina, Minnetonka, MN, USA} and water,
unless otherwise stated. Experimental procedures were approved
and conducted according to the ethical commitlee at the Medical
Facuity UNAM, Mexlco, Experiments conformed to international
guidelines on the gthical use of animals; procedures were aimed
at minmizing the number of animals used and their suffering,

Groups and food entrainment

After 2 weeks' acclimatization in the manitoring cages rats were
randomly assigned to one of three groups: ad fibitum feeding
control (AL, n=24), food entrainment {FE; n=24) or chocotate
entrainment {CH; n=24). The £E group had access ko food for 2
h/day, from 12:00 to 14:00 h (ZTE6--ZT8). Rats assigned to the CH
group, had always free access to food and received daily at 276,
5 g of & oommercial chocolate bar containing 10% of . proteins,
51% of carbohydrates and 34% Fat for a calaric value of 550 kealf
100 g. Aftar 2 waoks in the feeding schedule rats warg angsthe-
tized and perfused at one of four temporal points to complete a
24 h cyde: ZT0, 2T6, ZT12 and ZT18 (ZT0 denotes time of lights
an}. Four of the control and FE subjecls included were used for a
prior study (Angeles-Casteflancs et al., 2007), however two addi-
tloral subjects wers included for each group and temporal point to
replicate our previous findings, thus resulting six subjesls per
temporal point.

In order to explore persistence of the food and chocolate
entrained patlerns 16 addiional rats were randomly assignedto a
food (FE-P; n=8} or chocolate {GH-P; n=B). Entrainment group
and were exposed to lhe same moniloring condiions and entrain-
ment prolocot, as described. After 2 weeks' RFS, rats were lefl ag
tibiturm for 5 days followed by 3 days in fasting and for CH rats the
delivery of the palatable treat was interaupted and rats were left ad
fibiturm. On day B afler cossation of entraining protocol rats were
perfused at two time points ZT6 and ZT12 {low and high point of
the daily curve, respactively).

General aclivity monitoring system

For behavioral monitoring rats were placed in individual trans-
parent acrylic cages {(45x30x35 cm) positioned on plates with
mevement sensers in soundoiogt (ockers housing eight cages
and controlled lighling conditions, Experimentat groups wera
maintained in separate tockers in order not to influence mutual
behavior.

The deteclion sysiern was dgveloped in our group with the
cantributions from Nico Bes in Amstzrdam the Nelherlands and

the Mexican biomedizal company Omnialva. Sansors placed un-
der the cages detect continuously general activity, 8ehavicral
events wera collected with a digitized system and autornatically
stared every minute in & PC for further analysis with a sysiem
devalopad for our laboratory SPADD besed an Matlab.

Dauble-plotted actagrams wers obtained by organizing aclv-
ity counts in 16 min intervals with the SPADS. Due to diffsrent
detection thrashold ameng sensors, movement counts wers nor-
malized to the proportional percontage of the daily activity. Mean
activity waveforms were constructed Far the haseling and for the
iast 8 days of food or chocalate entrainment. In order to determing
persistence of behavioral patterns aclivily, wave fofms were con-
structed for the FE group with data for lhe 2 days in fasting
(persistence] or for the GH group with data of (he following 5 days
in ad {ibitumn feeding afier Interupting chacolate delivery.

Thaintensity of FAM was calcuialed by tataling the normalized
counts of activity displayed by the rats 1 h before meal or choo-
clate time, The imensity of parsistence was estimaied in fasting
{FE: 2 days} or ad fibiturm {CH: § days) for the same 1 h interval.
Activation in both conditions was compared with the expected
actlvity during basal conditions.

immunohistechemistry

Rats were anesthetized with an everdose of sodium pentebarbital
(Sedal-vet 65 mg/ml), and were perlused transcardially with
250 mi of 0.9% saline fatlowed by 260 mi of fixative 4% parafor-
maldehyde in phesphate buffer saline (FBS, 0.1 M, pH 7.2).
Brains were remowved, posifixed for 24 b and cryoproteciedin 30%
sucrose for 3-4 days. Braing were frozen and tut in sections of
40 ym at —18 "C. Seclions were setially collerted in four series.
The firat series was processed for PER1 immunohistochemistry.
Free floating sections were incubated in PER1 antibody raised in
goat {1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Gruz, CA, USA)
for 72 h at 4 *C. This was followed by incubation in secondary
antibady (rabbit anti-goat; Vector Laboratories) 1:200 in PBSGT
for 2 h at room temperature, followed by incubation in avidin—
biotin complex {0.9% avidin and 0.9% biotin solutions, Veclor
Laboralories) in PBSGT for 2 b at room temperature. Tissue was
then reacted in diaminobenzidineg (0.5 mg/mil, in Trizma buffer 7.2)
with hydrogen peroxide (3% wh 30% HaQg) mounied, dehydrated
and coverslipped with mounting medium for microscopy (Estellan-
new: Merck cat. HX€14429), Braine of the three groups and for
different time points were processed simultaneously in order i
standarndize the intensity of the staining and background.

Cell count

In erder {o -guantify PER1 pesitive cells in hypethalamic and
forebrain areas, one representative section for each structure was
selected in accordance with the stersotaxic aflas from Paxings
and Watson (1898). in the hypethalamus the expression of PER1
in the SCH was quantified at the level of bregma — 1,30, while the
number of PER1 posilive cells in the DMH, the ventromedial
pucleus (VWMH), the perifornical area (PeF) and the arcuata nu-
¢leus (ARC) was guantified in 2 postartor section (bregma — 3,39,
For corticolimbic areas we analyzed the prefromal cortex (PFC) at
the lavel of bregma 2,70 and lhe nugleys accumbens (Acc)
Subdivided and gvaluated in twe sub-regions core {Acg-Corg) and
shall (Acc-Shell) at bregma 2.20. The paraventricular nuclaus of
the thalamus (PYT) was analyzad in two [2vels bregma ~1.40 and
—1.60; and the amygdala subdivided in basolaterai (BLA} and
central {Gen) was analyzed at the level of bregma —2.80.
Images of selectad sections were nbtained with a 20X coular
using a computerized image system (Image-Pro plus 5.1; madi-
aCibernetic) attachad to a light micrascope ([Olympus BX41), Geils
positive ta PERT were counted bilaterally in the sslacted sartion
with the image processing program (imageJ) of tha National 1h-
stitites of Health (NIH Imags). To minimize the number of false
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Fig. 1. Representative double-plotted gensral activity actograms fors a food entrained (A} and chocolate entrained (E} rat. Mean activily profile of eight
rafs in ad ibiturr (B, F1. 2 weaks under (204 restriction (G} ar under chocoleie entrainment {G), show the differential response in intensity and duration
for anticipatary activity. Lowar graphs show paraistence of entrained activily aller 5 days in ad fbtum and 2 days in fasting (D) or for 5 days in ad fibitum
after chosolate entrainment (HY, White and black bars represent the LO cycle, harizontal line represents the mean activity durlng the light phase. The

rectzngle and line in ZT8 represent food or chocolate access (respectively}

positives, background optic density was established for each ses-
tion in a nearby region lacking PER1. Sleined cells that reached or
surpassed 2x the Dackground oplic density were considered
posilive and were induded, whereas cells under [his staining
threshald were discarded. A single examiner, who was bilnd to the
treaiment gonditions, parformed all counts.

Data analysis

Bahavieral data for the intensily of FAA and persistence were
classifiad by group and were compared with a one-way ANOVA
followed by a Tukey post hac test with significant values set at
P=0.05,

_ The numbet of PER1 positive cells for eash struciure
wag classified for group and lime and is represented as
mean+standard error of the mean. Data for the entrained groups
were compared with the ad jibitum control with & two-way ANCOVA
for independem measures with a factor for group and a fagtor for
time. The two-way ANOYVA was followed by a Tukey post hoc test
with significant values set at P<0.0. The number of PER1 pos-
itive cells for the persistence groups was compared betwsen
temperal points (ZT6 and ZT12) with 2 one-way ANOYA, Statis-
tical analysts was performed with the program Statistica version
4.5 (StatSoft, Inc, 1993).

RESULTS

Visual inspection of actograms indicated that scheduled
food accoss produced anticipatory aclivity in all the rats,
characterized by increased general activity at least 1 h
prior to and at the moment of mesltime (Fig. 1A). Sched-
ulad chocolate access produced increased aclivity briefly
prior and at the moment of chocolate delivery {Fig. 1E).

Average activity waves confirmed the expression of FAA in
the FE group and a brief aclivation just before the moment
of chocolate delivery for the CH group {Fig. 1C and 1G).
Afer cessation of the entraining protocol a clear persis-
tence of the entrained behavioral pattern at the expecied
meallime was observed 7 days later in fasting for the FE-P
group and at least 7 days in ad fibitum for the CH-P group
{Fig. 1A, D, E, H). Furlher analysis indicated that during
entrainment as well as during persistence the intensity of
activity for the 3 h prior to mealtime was significanily dif-
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Fig. 2 Total narmalized activity of rats for 1 b prier ta meattime for ine
ad fiitum baseline {black). Tho {ood entrained group {white} and ha
chocolate group (gray). ™ Signitieant diffarence va. the ad Wibium rals
{P-0.01}; " statistical difarence between food eniwained and choeo-
Iate group (P-<0.01},
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Fig. 3 Tatsi cell number expressing PER1 prolein in the SCN of ad fitlum contrels (white circles), food entrained {gray squares, A) and chocalate
enlrained {gray hembus. B) rats &l four temporal peints and in persistence for FE-P group (black squares) and CH-P group (black rthombus). 270
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peak and lower lemporal points of ths same group; " statisticsl differance batween two ternporal paints Tn the persistence graup (P<0.01}.
in C representative microphotographs al ZT6 and ZT12 aof PER1 expression in the SCN. 3V =Third ventricte; OX=0plic chiasm,

ferent from the activity observed In the baseline (Fig. 2).
The one-way AMOVA indicated significant difference
among groups {baseline vs. FAA F[2,19)=57.87; P<
0.00001), and during the persistence interval (baseline vs.
persistence ~(2,18)=16.04; P<0.00001).

The ad kibitum group showed a diuma! pattarn of PER
protein expression in the SCH, with peak values at ZT12
(Fig. 3. Neither food nor chocolate entrainment modified
fhe phase of FER1 expression in the SGN, however both
conditions induced up-regutation of 1he dafly peak and this
effect was enhanced in the CH group. Stetisticat analysis
indicated significant difference batween AL and FE groups
(F{1,40)=25.88; P<0.0001), a significant effect of time
(F{3,40)=30.92; P<0,0001) and for the interaction
groupxtime (F(3,40)=580; P<0.001} and between AL
and CH groups (F(1.40)=27.52; P<0.0001) due to time
{F(3,40)=64.85; P<0.0001) and the interaction of both
factors {F(3,40)=8.94; P<0.0001). In the FE-P group, after
the refeeding-fasting protocel, PER1 expression main-
tained the same levels and temporal pattern as the FE
group. (Fig. 3 [eft). The one-way ANOVA confimed &
significant temporal difference beiween ZT6 and ZT12
{F{1,6)=893.67; F=<0.00001). In tha CH-P group, after &
days without chocolate access PER1 expression in the
SCN maintainad the same phase but with increased peak

levels at ZT12 {Fig. 3 right}, statistically diffierent from ZT6
(F(1,8)=215.77;, P=0.0008). The increased levels of
PER1 expression were mainly due higher celf counts inthe
dorsomedial SCM. In this region at 2T12 the conirol group
had a mean of 110+11.8 positive cells, the FE 138.8+8.7,
the CH 177.8+12.9, the FE-P 148.5%£20.5 and the CH-P
350.7£30.7.

In the DMH no daily rhythrnicity in the expression of the
PER1 protein was observed for the ad fibiturn group (Fig. 4).
FE induced a rhythm with peak values at ZT12 (& h after
mealtime}, significantly higher than values observed
along the daily cycle in ad Fhitum condition. Statistical
analysis indicated significant difference between groups
(F(1,40)=35.95, P=0.0001), a significam effect of tima
(F(3.40)=31.43; P<0.0001) and for thz interaction
groupXxtima {F{3,40)=4267; P<0.0001). In the FEF
group the food-entrained patiern was maintained with
Jower values, but keeping a significant statistical differsnce
between ZT6 and ZT12 (F(1,6)=96.95; F=<0.0001). Daily
chocolate ancess aiso madified the temporal pattern from
that observed in the ad Fbilum controls {Fig. 4 right), with
high values a1 ZT0 and ZT12 {6 h after chocolale access).
The wo-way ANDVA indicated significant diference be-
tween groups {F{1,40)=10.2%; P<0.0001) due to time
(F(3,40)=31.07; P=0.0001) and the inferaction of both
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in the persislence group {P<0.01}. Other indications as in Fig. 3.

factors groupxtime indicated statistical differences
{F{3,40)=23.04; P<0.0001). This pattern did not persist
after inferruption of chocalate entrainment.

The ARC, which is a structure Involved in receiving
humoral and metabolic signals from the periphery exhib-
ited a diurnal rhythm of PER1 expression in the ad fibitum
cantrol, with high values during the night, when rals usually

feed (Fig, 4). in the FE group the daily peak was shifled

toward ZT12 (4 h after meal accass}. The ho-way ANOVA
indicated no difference between groups (F{1,40)=0.01;
P=NS) but significant difference duc to time (F{3,40)=
£.48; P<0.0001) and due lo the interaction of both factors
groupxfime (F(3,40)=15.56, F<0.0001). After 5 days ad

fibitum and 3 days in fasting, PER1 expression in the FE-P
group exhibited low amplitude but still significant higher
levals at ZT12 (F(1,8)=168.92; F<0.0001). Daily access
to chocolate did not modify the temporal pattern of PER1
expression, which remained simitar to the AL group and no
statistical difference was oblained between groups
(F(3,40)=2.97, P=N5), a significant effect was obtained
for the factor time (F(3,40=8.52; P=0.001}; and nof for
the interaction groupxtime (F{3,40)=1.50; P=NS). Afler 8
days without chocolate access PER? did not express a
temporat differance (F{1,6)=4.8; P=NS5; Fig. 8 right).

In the PeF no daily oscillation in the expression of the
PER1 pmotein was cbserved {Fig. 4 bottom), but RFS
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induced a significant rhythm with peak values at ZT12 (6 h
afier mealtima), as observed in the DMH and ARC, Sta-
tislical anatysis indicated significant difference between ad
libiurm and RFS groups (F(1,40)=6.74; P<0.01), a signif-
icant effect of §me (F(3,40)=4.14; P<0.01) and for the
interaction groupxtime {F{3,40)=13,33; P=<0.0001). After
the refeeding—fasting protocol the food-entrzined temporal
patism was not maintained, thus no difference was ob-
sarved between ZT6 ang ZT12 (F(1.6)=2.15; P=NS).
Dzity chocolate delivery produced a peak at ZTQ (8 h
befare chocolate access) in the PeF (Fig. 4 right). The
two-way ANOVA indicated significant difference between
ad fibitum and CH group (F(1,40)=8 55; P<0.01) due to
time (F{3,40)=2358; P<0.0001) and the interaction of
beth faclors groupxtime indicated statistical differences

M. Angeies-Castellanos et al, / Neurosdence 155 (2008) 297-307

{(F(3.40y=5.50; P<0.002). Afler 8 days withoul chocolate
values of PER1 expression werz lower than those ob-
served in the ad ibitum and RFS groups. Due 1o the
sampling it was not possible to define the persistence of
the peak observed at ZTG.

In the YMH the expression of PER1 was VEry scarce

and in some cases nonexistent, no temporal pattern could
be determined for the different groups (data not shown).
In both Acc subregiens (Acc-Core and Acc-Shell) a
daily temporal pattern in PER1 expression was observed
in the ad /fibftum group with peak values at ZT18, RFS
shifted the delly peak to ZT12 (Fig. 5 left). Stalisfical anal-
ysis indicated a significant difference between groups
(F{1.38)=77.10; P=0.001 for the Acc-Core; F(1,30) =
0.58; P<0.0001 for the Acc-Shell), a significant effect of
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squares) and CH group (gray rhombus) at four temporal points and in

* glatistical differonce between FE or CH and the ad fibfum rats (P00,
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" significant difference bervsen the peak and lower temporal points of the
rsistence group [P<0,01), Cther indications as in Fig. 3.
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time (F(3,38)=425.29; P<0,00001 for lhe Acc-Core;
F{3,39)=20.86; P<0.00001 for the Acc-Sheil} and for the
interaction groupxtime {F{3,38)=1.41; £<0.00001 for the
Acc-Core; F{3,39)=101.85; P<0.00001 for the Acc-Shell).
Alfler the refeeding—fasting profocol a significant temporat
difference persisted between ZT6 and Z2T12 in both Ace
subregions (F(1,6)=39.04; P<(0.0007, for Acc-Core:
F{1,6)=75.76, P<0,0001, for Acc-Shell). Chocalate en-
trainment alsc shifted the daily peak (acrophase) to ZT12
and, increased significantly the amplitude of the rhythm in
both Ace subregions (Fig. 5 right). The two-way ANOVA
indicated significant difference between AL and CH groups
(F(1,39)=8.94; P<0.0001 for Aco-Core; F(1,39)=96.97,
£-20.00001 for Ace-Shell), due lo lime (F(3,39)=1.87;
P<0.0001 for Acc-Core; F(3,29Y=30.11, P<0.0001 for
Acg-Sheli} and the interaction of both fastors groupxtime
(F(3,39)=5.85; P<0.0001 jor Acc-Core; F{3,30)=68.21,
P<0.0001 for Acc-Shell}. ARer interruption of chocolate
deélivery for 8 days the chocolate entrained tempgral pat-
tern persisted in beth Acc subreglons (Fig. 5), and the
temporal difference between 2T6 and ZT12 remained sta-
tstically significant {F{1.6)=231.66; P<0.0005 for Acc-
Core; F(1,6)=110.96,7=0.0001 for Acc-Shell).

The PFC exhibited daily PER1 protein osdillations in con-
trol ad fibitum with a peak at ZT6, RFS induced g shift of the
PER1 peak to ZT12 (Fig. 5 bottom) as observed in the Acc.
Statistical analys’s did not indicate a significant difference
between groups (F{1,40)=2.51; P~ NS). Bul significant effect
by time (5(3,40)=238.01; P<0.0001) ard for the interaction
groupXtime (F{3,40)=30.54; P<0.0001). in the FE-P group
FPER1 expression maintained the same temporal patterm as
the FE group with even higher amplilude between ZT6 and
ZT12, the one-way ANOVA indicaied significant diffierence
between the two time points (F(1,8)=136.82; P<0.0001). In
the CH group the acrophase of PER1 expression was also
shified o 2T12 and with increased amplitude (Fig. 5). The
two-way ANOVA confirmed significant difference between
AL and GH groups (F(1,40}=153 40, P<0.0001), due to time
(F(3,40)=41.98; P<0.0001) and the interaclion of toth fac-
tors groupxiime (H(3,40}=51.68; P<0.0001). Afler 8 days
without chocolate access PER1 expression mainteined the
temporat pattern imposed by daily chovclate access and with
the same peak level at ZT12 (F(1,6)=664.08; P<0.0001).

in the CeA and BLA no daily temporal patiern in PER1
expression was observed under ad fibitum conditions (Fig. ),
In the CeA, RFS induced a low amplitude osciltation with
high values at 2T12, however statisfical analyeis indicated
no significant differenca batween groups (F{1,40)=2.96;
P=N3}, a significant effect of time {F(3,40}=9.30;
F<10.0001) and no effect due to the interaction group x time
(F(3,40}=1.11; P=NE). After 8 days the lemporal pattem
induced by RFS persisted with higher ampiitude and thus
was stalically significant {F{1,6)=81.84; P<0.0007). In the
BLA fand entrainment did not induee any effect on PERA
axpression. Statistical analysis confirmed no significant
effocts amang groups {F{1,40)—0.33; P<NS), in the timg
{F(3,40)=1.368, P=NS} and due (o tho interaction
groupxtime {F{3,40)=0.81; P=NG). In contrast chocalate
entrainment induced a significant oscillation in both CeA

and BLA with acrophase at ZT12 {Fig. 6 right}. The two-
way ANOVA indicated a significant difference betwean AL
and CH groups {F(1,40)=7.28,; P<0.01 for CeA, F{1,40)=
7.78, P=0.008 for BLA), due to time {F{3 40)=5624;
P<0.00001 For CeA; F(3,40)=22.38, P<0.0001 for BLA)
and the interaction of both factors groupXtime
(F{340)=24,12, P<0.00001 for CeA; F(3,40)=24.68,
P-<0.0001 for BLAY, In CeA the chocolate entrained lem-
poral patlern persisted with the same amplitude as during
the entrained condition {Fig. 6 right), the temporal diffar-
ance between ZT6 and ZT12 was statistically significant
(F(1.6)=81.84; P<0.0001). In confrast in the BLA the
chocalate induced rhythm did not persist (F{1,6)=2.59;
P=NS},

The PVT exhibited daity PER1 pratein asciliations in ad
fibitum with a peak al 2T0. RFS induced a shifl of the
PER1 peak to ZTE (Fig. §), statistical analysis indicated
a significant difference between groups (F{1,40)=26.23;
P=20.0001) by time {F{3,40)=14.06, P<0.0001) and for the
interaction groupXtime (F(3,40}=50.79; P<0.0001}. In the
FE-P group PER1 expression maintainad the same tem-
porg| pattern as the FE group. The ane-way ANOVA ingdi-
cated significant difference between time points ZT6 and
2Ti2 (F1.6)=13.10; P<0.01). In the CH group the ac-
rophase of PERY expression ramained at ZT0, however with
increased amplitude (Fig. 5). The two-way ANOVA confimed
significant difference bebween groups (Fi1,40)=136.08:
F<0.00001), due to me (F(3.40)=59.28; P<0.00001) and
the interaction of both factors groupxtime {F(3,40y=27.27;
F=:0.00001). Afler 8 days without chocolate access PERT
expression remained similar to the AL and to the CH group.
The one-way ANOVA did not indicale significant difference
between ZT6 and ZT12 {F{1,6)=26: P=NS).

HSCUSIION

The present study shows thal RFS as well as daily choc-
clate entrainment preduce behavicral activation that per-
sists for 7 days after cessation of the feeding protocol. It
also provides evidence that RFS and not chocolate in-
duces daity PER1 oscillations in the hypothalamus, indi-
cating that this structure is nol essential for the expression
of chocolate anticipating behavior. Food and especially
daily chocolate eplrainment induces pronounced oseilla-
tions in structures of the conicolimbic systemn, resetling the
acrophase to 6 h after the stimulus. After interruption of the
entraining pratocols, the foed entrained PER1 cscillations
persisted for at least eight cycles in the DMH, Likewise
chocolate end food entrained patierns persisted in the Acc
{Acc-Core and Acc-Shell), PFC and CeA, which ara areas
involved in the motivation for feeding and arousal, mare-
over chocolate induced osciliations attained  higher
amplilude.

in rals expecling a daily meal, FAA sians about 1-z n
earlier than in rats expecting a daily sweet treat. We have
reported this different anticipatory response in a previous
study (Mendoza et al., 2005) and we hava speculated that
the longer and more intense FAA associated with food
entrainment might be due to the catabolic state and empty
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stomach that rals endure several hours previous to meai-
time (Escobar et al., 1998; Martinez-Merlos et al., 2004). In
conlrast, access {o a sweet treat produces a shorl but
timely activation at the expected lreat time, suggesting a
precise 24 h timing system, independert of metabolic fac-
tors, at the basis of such aclivation. A recent sludy also
found differential activation between food and chocolate
enfrained rats (Verwey et al,, 2007). Afler interrupting the
entrainment protocols both antrained behavioral patterns
persisted for at inast saven cycles damonstrating the en-
dogenous natura of thesa oscillations. 1n ad iibitum cond+-
tions the behavioral activation at the expected chocolate
tima cauld be observed with & brief, timely and precise
bout of activity, while persistence of the food entrained

difference batween FE ar CH and the ad fibftum rats (P<0.01}, " sighificant diffierance between the peak and lowes temparal points of the same group;
satistical difference hatwaen two temporal poinis In the persistence group (P-<0.01). Gther indicalians a5 in Fig. 3.

hylhm lasted longer and was observed in fasiing condi-
tions only, as described previously (Mistiberger, 1994;
Stephan, 1881, 2001). Both conditions indicate the pres-
ence of a timekeeping system that once entrained, leads
subjects to search for food at the conditioned time far many
cycles. This system may underiie addictive feeding behav-
ior and the observation that PER.1 osciliation did not persist
in the hypothalamus in chocolate entrained animals may
suggest that mainly acoumbens, PFC and amygdala are
fnvolved in this type of behaviar.

Ad iibitum fed rats exhibited a clear diurnal rhythm of
FPER? in the SCNM with 8 peak at £T12 as previously
described {Lamont et al, 2005; Amir et al, 2004). This
temporel organization was not modified by RFS or by
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chocolate entrainment, which is in agreement with prawvi-
ous reporls descnbing that rats when kept in a LD cycle,
food or chacolate entrainment do not modify the phase of
oFos or clock gene products in the SCN {Damiola et al.,
2000; Hara et al,, 2001; Waddington Lamont et al,, 2007,
Wakamatsu et al., 2001; Mendoza et al., 2008). However,
the present data indicate that both RFS and daily choco-
late access induced an yp-regulation of PER1 expression
at ZT12. This peak was mainly enhanced in the chocolate
gmup, suggesting that arousal or the motivational state
associated with chogolate entrainment provides informa-
tion {0 the SCN and also influencas the activity of the SCN.
A, passible input of imbic information to the SCN could be
the PVYT, which shows anticipatory PER1 expression in
feod and chocolate entrained rats, It is well described that
arousal is a noneghaotic stimulus and produces inhibition of
c-Fos aclivity in the SCN (Escobar el al., 2007; Mistibergar
et al, 2003; Mistlberger and Skene, 2004, Mrasovsky,
1996), the upregulation of PER1 {mainly in the dorsome-
dial part) arques for a role of the SCN in this anticipatory
activity.

RFS specifically induced oscillations in hypothalamic
structures invalved in energy balance and feeding behav-
ior, RFS set the daily rhylhm of PER1 expression in the
AR, DMH and Pek to ZT12, 6 h after mealtime, this effect
was exclusive for RFS and was not produced by chocolate
detivery. The fact that chocolate did not produce this acti-
vation and that after the refeedingfasting protocol the
food entrained pattern did not persist or was dampenad in
the ARC and PeF, suggests that oscillations observed
during RFS were a response to the daity meal and depend
on an hourgiass or a dampening oscillator. During this
entraintnent process the ARC and PeF may play a relevant
role in transmitting food-related signals to other brain re-
gions. In addition to lhe ARC, metabolic signals also enter
the brain by the autonomic system and brain stem nuclei.
This dual pathrway explains why fond entrainment is nol
prevanted in rate bearing subdiaphragmatic vagolomy,
bearing lasions of the vagal complex {Comperatore and
Stephan, 1980; Davidscn <t al., 2000, 2001) or of the ARC
{Mistlberger and Antle, 1999).

Interestingly other structures like the ¥MH that are
known to play a role in metabalic funclions and feeding
behaviar exhibited only very limited expression of PER1,
which did not allow quantitative evaluation. In contrast with
other hypothalamic structures, food entrained oscillations
persisted in the OMH for up to eight cycles. Persistence for
two cycles of food entrained PER1 oscillations was previ-
ously reporled by Mieda et al. (2006). The role of the DMK
on faod entrainment is controversial (Landry et al., 2007,
Gooley and Saper, 2007). The DMH is proposed as an
integraior, and key regulator for the expression of food-
entrainad circadian rhythms (Gooley et al., 2008; Saper el
al,, 2005) because RFS enfrain cellular activity in the DMH
(Angeles-Casteitanas et al, 2005 Gooley el al, 2006:
Miada et al., 2008}. Contrasting with these data, lesions in
the DMH do not completely abolish FAA (Gooley et al.,
2006; Landry et al., 2008, 2007}. Apparently the relevance
of the DMH as integrater of food entrained rhythms refies

on ils projeclions to different brain areas, promoting the
sleep-wake cycle, arousal, feeding, endocrine, and body
temperature rhythms (Thompson et al, 1936, Aston-
Jones, 2005; Harris and Aston-Jones, 20086). The fact that
the present data show that chocolate hardly entrains PERY
oscillation in the DMH indicates that the effest of RFS on
the DMH is prabably triggered by signals of the animal's
metabolic state.

The present resulls demonstrate that dally scheduled
access to chocolate had & powerful but selective influence
on areas of the brain that are known to be invalved with the
motivational and reward systems for feeding (Berthoud,
2007, Kelley &t al., 2005) and did not modify the systems
imvalved In regulating homeostasis. The same structures
enirained by daily chocolate access (Acc-Core and Acc-
Shell, CeA and PFC) were also entrained by RFS albeit
with much lower amplitude. A similar effect by both, choc-
olate and RFS, on these structures indicates that nof only
chocaolate but also RFS access induces a molivational ar
reward state, Herein the present data show chocolate, to
have special strong effects. A previous study using PER2
as reporter of rhylhmicity did not find entrainment of limbic
structures by daily Ensure access (Verwey et al., 2007).
The main dilference with the present study is that animats
werz allowed to ingest the nutritional complex lo satiety
and that authors explored different structures with a differ-
em reporier. Present data are in agreement with the evl
dence that Acc-Core is a constituent of a circuit mediating
anticipatory actiors, betler known as “wanting” response
(Berridge and Robinson, 2003; Cardinal and Everitt, 2004}
and that the Acc-Shell contributes to the hedonic response
and motivation for sweet and pafatable iood (Berthoud,
2004). Alsa, the Acc-Core and PFC are related with the
expectancy of reward by an atiractive diet especiafly with
high concentrations of carbohydrates and fat, Isading to
changas in dopamine release (Bassarec and Di Chiara,
1999, Berridge and Robingon, 2003). In this respect it is
remarkable that both Acc-Shell and PFC show an updimin-
izshed or increased PER1 expression respechively in RFS
or chocolate persistence indicating a special rcle for these
siructures. The present study demonsirates that a reward-
ing treat can starl or entrain daily oscillations within fore-
brain struciures that are known to mediate addictive be-
havior (Kelley et al., 2005). Further studies need to explore
the role of these osciiiations on palatable treal axpediation
in relation with the dopaminengic teward system in order to
understand the temporal regulation of agdictive processes,
especielly since such food addictive processes may un-
derlte the development of obesity and uncontrolied ealing
{Trinko et al., 2007).

CONCLUSION

In conclusion, the present data demanstrats that sched-
wied food or chocolate accaess enkraing daily oscillations of
the clock gene PER 1 in structures involved in homeostasis
and reward, which may lead o the identffieation of moti-
vational feeding systems. These oscillations remained for
at izast & days after the interruption of the feeding sched-
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ule. The persistence and amplification of these oscillations
in structures associated with reward suggest that this os-
Gillatory process may form parl of femporal addictive be-
havior, The present data suppor our hypothests that (food)
anlicipaiory behavior depends on a multi-osciliatory sys-
tem. Whether the induction of PER1 cecillation raally sig-
nifies aufonomous oscillations in these brain regions or is
a reflection of the aclivation of a larger neuranal circuit will
be a matter of future investigation.
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ABSTRACT

Daily feeding schedules entrain temporal patters of hehaviour, metabolism,
neurenat activation and clock gene expression in diverse brain areas while the
suprachiasmatic nucleys {SCN), the biafogical clock, remains coupled (o the
fight / dark cycle. Bilateral lestons of the SCN do net abolish or interere with
food entrained behavioural and hormenal rhylhms, Therefore it is suggesled
that the food entrained and the light entrained systems are indapendent of each
olher although In aa #bitwm conditions they remain coupled. In spile of strong
evidence for two independent systerns, special circumstances uncover Interplay
hetween he light and the food entrained systems, and indicate modulaion of
the SON activity by restricted feeding. This study explored the influenca of the
SCH on food entrained rhylhms, Food entrained leﬁpor’al proillas of behaviour,
eorticosterone, glucose and Fos-IR and Perl axpression in the hypothalamus
and corficolimbic structures were explored in rais bearing bitateral SCN lesions
{SCNX). Food anticipatory activity and the faod entrained certicasterane peai
wers expressad with earfier onset and higher intensity in SCNX rals as
compared wilh the intact controls. Uikewise foad entrainment induced higher ¢-
Fos positive neurens in the hypathalamus anticipating a meal in SCNX rats,
while a decreased ¢-Fos response was observed in coricolimbic structures.
Also, up regulation of the PER1 paak was observed in hypothalamic structures,
especizlly in the DMH, while in some kmbic structures PER1 rhylhmicity was
dampened. Present results indicate that the SCN participates actively quring
fosd entrainment moduleting the response of hypothalzmic and corlicolimbic

structures, possibly 1 prevent them from unecupling fram the LD eycle.



[CRCRRR: N N REN

' ABBREVIATIONS

Acc: Nucleus Accumbens

Acc-Core: Regions Core of Accumbens
Acc-ShéIl: Region Shell of Accumbens
ARC: Arcuate Nucleus

CeA: Central Amygdala

Ctri: Control group

DD: Constant Darkness

DMH: Dorsomedial hypothalamic nucleus

FAA: Food Anticipatory Activity

Fos: Protein of gene c-fos

Fos-IR: c-Fos immunoreactivity

LD: Light / Dark Cycle

PeF: Perifornical Area

PER1: Protein of clock gene perf
PER1-IR: Per1 immunoreactivity
PVT: Paraventricular Thalamic Nucleus
RFS: Restricted feeding schedules
SCN: Suprachiasmatic Nucleus
SCNX: Suprachiasmatic lesion group

ZT: Zeitgeber Time
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INTRODUCTION

Restricted feeding schedules (RFS) organize daily rhythms around meal-time.
The rats under RFS develop arousal, foraging and increased locomotor activity
preceding food access, which has been termed as food anticipatory activity
(FAA). Associated with this behavioural activation, serum corticosterone, core
temperature (Krieger et al., 1977; Krieger, 1979; Martinez-Merlos et al., 2004)
and temporal patterns of neuronal activation in diverse brain areas, shift their
phase in anticipation to the daily meal (Angeles—Castellanos et al., 2004, 2007,
2008; Gooley, 2006). RFS have proven to be strong entraining signals for the
daily expression of clock genes in peripheral tissues (i.e. liver digestive systeml,
overriding the temporal.signals provided by the suprachiasmétic nucleus (SCN);
(Damiola et al., 2000; Balsalobre et al., 2000; Stokkan et al., 2001; Rutter et al.,
2001; Brown et al., 2002; Hirota et al., 2002; Davidson et al., 2003). Likewise
feeding schedule§ entrain clock genes in brain areas related with feeding
behavior while the SCN the biological clock, remains coupled to the light / dark
cycle (LD); (Amir et al., 2004; Hara et al., 2001; Mieda et al., 2006; Angeles-
Castellanos et al., 2007, 2008) This evidence has indicated that metabolic cues
preferentially synchrohize peripheral oscillators independently of signals from
the SCN, (Schibler, 2005) and has suggested independent mechanisms
between food and light entrained system§ (Stephan, 2002).

The independency of food entrained rhythms from the SCN was first indicated 7
with studies proving evidence that food entrained rhythms persisted after
performing bilateral lesions of the SCN (Krieger et al., 1977; Phillips and

Mikulka, 1979; Stephan et al., 1979; Bouios et al., 1980). Thereafter further
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studles confirmad that bilateral lssions of the SCN da not interfare with the
expression of anligipatony achivity {Stephan et al., 1979; Phillips and Miulka,
1979; Misfiterger, 1994) nor with food entrained canicosterone peak and
temperature thythms (Honma et al.,, 1983, 1992; Krieger ot al., 1877). The
indepandiente of both food and light entrained gystems has heen further
canfirmed by studies describing that food entrainment does not madify temporal
patterns of clock geng expression In tha SCH [Hara et a)., 2001; Balsalabre ot
al, 2000; Stokkan et al., 2001) and does not modify the onset of the SCN driven
noctma |t activity (Stephan, 1981; Escabar et al,, 2007; Misttberger, 1994),

In spite of strang evidencs for wo independent systems, diverse stuudies have
indicated that special cireumstances unoover inlerplay between the light and the
faod enlrained systems. Long intervals of RFS with regular food resultin
entrainment &f Per2 in the SCN and of frea running Behavioral patterns (Castiilo
etal., 2004} indicating and interaction of feeding cues and the SCN, This
Process is espécially evident in ©S mice, characlerized by exhibiting a weak
cleck gene control of circadian rhythms (Abe et 2., 2007; Horikawa et al,
2009), Likewise, in rats maintained in constant darkness {OD) generat
locomater activity and body lemperature are entrainsd with a timed hypocaloric
digt, which induces weight foss and shrong negative melabolic stats (Challst et
#l., 1996). This same diet promotes a phase advance of photic entraineg
locometion and mPer? rhythms in animals maintained in an Llﬁ cycle {Catdelas
et al, 2004; Chailet et al., 1957, 1898; Mendoza et al., 2005). In protein
malnourished rats a simifar process was abserved, in which tha free uPning
behavioral activity was entrained te RFS (Salazar-Juarez ot &, 2003). Both

pracedures indicats that the SCN receives information of the metabalic state
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and that exirerne caforic or protein restriction interfere with the aclivity or
become patent entraining sighals for Ihe SCN.

We have recently described that in food entrainad rals the neuranal activity in
the SCN, measured with c-Fos nmunoreactivity {Fos-IR), is decreased at the
time when rats are exhibiting anticipatory activity, as cormpared withy rats that
where expecting fod but did not anticipate (Escobar et al., 2007). We hava
also reported that feeding schedules can produce up-regulation of the Feri
immunareactivity (PER1-IR) dally paak in the SCN without modifying the SCN

drivan temporal pattem {Angeles-Castellanos et al., 2008 )

Aftagether there is evidence stggesting input of the faod-entrained systems to
the SCN while litie 15 known whether the SCN can influence the activity of food
entrained systems. The present study wes aimed D datermine the parficlpation
of the SCN in foed entrained miythms. We hypothesized that the SCN interferes
with the exprassion of food entrained rhythms in behavisur, metabolism and
neuronal rasponse, possibly as a strategy to maintain the organism coupled to
the LD cycle. Consequently bilateral lesions of the SCM wilt result in
disinhibitian 2nd stronger process of food entrainment leading to increased FAA
and food entrained patierns of neuronal activalion as campared with inlact
animals.

Th.e effects of BUN lesions ware explored on the tempomsl profile of behaviour,
corticosterene, glucose, Fos-IR and Peri-IR expression in the hypothalamus
and corticolimbic structures of food-entrained Intact (Centrol} amd SCM lesiored

rats (SCNX),



L.

MATEREALS AND METHODS

Animals and general housing conditions

Adult male Wistar rats weighing between 200 to 250g at the beginning of the
experiment were housed In individual cages and were mainlained in a
scundpracf monitaring room with a 12:12 h light-dark cycle, kights-on at 07:00,
defined as ZT0 and light off at 1%:00 defined as ZT12. The room was
mairiained at 2 constant lemparature of 22 1 19C and with confinuous air flow,
Rats had free acoess to food (Rodent Laborstory Chow 5001} and water, unless
otherwise stated. Experimenlat procedures used in this study were in strict
accordanoe with the Mexican norms for animal handfing Narma Ofleial
Mexicana NOM-052.-2Z00-1899, which conforms to intemational guidelines for
animal hiandting, and were approved by the Ethics Committee in the Medlcine
Faculty UNAM., Al efforts were made to minimize the number of animals and

their suffering.

Graupe and Feod Entrainmeant

After two weeks of agclimation ¢ the monitoring system rats were randomly
assigned to an intact SCN contml group (Cid), or to an SCN lesian grouge
{SCMX). After surgical procedures rats were allowed for ot least 2 month to
recover before starting food entminment. Rats of both groups were exposed ta
restacted feeding schedules for 3 weeks, wheteby rats were fed for 2 h daily
from 1340 to 1500, carresponding to ZT6-ZT8. Afler 3 weeks of the feeding
protocol rats were anesthelized and perfused at one of six temporal points (n=4
pas emporal poiny: 07, 10, 13, 16, 19 and 01 geographic hours (ZT0, ZT3, ZT6,

2T8, IT12 and 18). at the end of the second wesk ¢f food-entrainment a

second group of rate under the sama condifions received ar intrayugular
cannula and at the and of the Lhirg week blood samples were obtzined ta

determine glucose and corticosterone rhylhms.

Genaral Activity monitoring sysbem

The Individual rat cages {45x30%x35 cm) were placed on plates with movement
sensors in soundproof lockers with controtied lighting conditions. The detection
systemn was developed in our group with the eontributions fram Mico Bos in
Amsterdam Lhe Netherlands and the Mexican bigmedical company Omnialva.
Sensors as previously reparled {Escobar et al., 2007} Dehavioral evenls were
coltected with @ digitized system and automatically stared with a PLC in 15 min
intervals for furiher analysis with a system developed for our iaboratory SPADS
based on Matlab.

Far each rat double-plotted actegrams were obtainzd, movement counts wara
normalized {o the proparianal percentage of the daily aclivity and mean activity
waveforms were obtained for the baseline and far the last 10 days of the food
antrainment protocal.

The intensity of FAA was estimatad by abtaining the total counls of activity
displayed by the ats before foed time. Number of coums were grouped on an

hour basis and reprasanted for 4, 3, 2 and 1 h betore meal.

Surgical procedurs for SCN lesians
Rats assignad 1o the SCHX group were anesthesized with a mikiure of
ketamine (80 madkg) and xylazine (10 mgika) and were placed in a sterectaxic

frame for rats (David Kopf model 800} Rats received bilateral lesions directed
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to the SCN, using stainless-steal nsect-pins insulated with with epoxy paint
except & the tips (0.20mm). The pin fips were lowered ascordifg to coordinates
bregma 0, lateral +0.2 from the mideagital sinus, and -9.4 vantral frem e dural
surface. One mA af direct current was deliversd far 30 seconds with alesion
maket elaborated in our group. Rals were left to recover for at least one month
in .their Rome eages and their spontaneous activity was rmonitorad to verify
arrythmicity ina LD cyele. Onty rats that showed arrhythimie activity after visual
inzpection of the ackearam and analysis with the rZ-pericdogram were includad

for the SCMNX graup,

Burgical procedurs for intra-jugular cannula insertion

Atfe end of the 2™ food entrainmant week rats underwent surgery lo implant
& jugutar cannula (Gl o=8, SCNX a=8). animals were anesthetized with Zoletil
100 {Virhac 0.01 mif100 g) and cannuisted in the iniemal Jugutar vein with a
polygibylens sifon tube (0.025 In. i.d. and 0.047 in. 0.4.; Silasfic Laboredory
tubing; Dow Caening Com., Widiand, MI, USA) filled with heparin {800 Uiml) as
anti-coagulart. The outer end of lhe cennula was fixed in the back between
both shoulder blades and dotted with a small needie. Rais wiera aliowed to
recover during the 4 days. And blood samples were obtained distributsd in 2
days to cover 3 24 h Cyale of 3 h intervals (ZT0, 273, ZT4, 273, ZT12, ZT18,).
Blood samples (500 ul) wera oollecied in Eppendor tubes (1.8 ml) containing a
clot-activator gel and were centrifuged at 2500 r.p.m. during 5 min, serum was
stored in 50 if aliguots af 45°C umtil 'assay. Aliguots were processed with
colorimetric methods for dstermination of glucose, and with ELISA for

coricostercneg
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Gluresse and corticosterone determinations

Glucase was estimated from a 10uf sample using a commercial colorimetric kit
(No.70478; Hyeel de México), which is based in the reaction between glucose
and fanol-4-amimofenazona as chromogen and was measured a1 500 nm.
Corticosterone was determinad with Enzyme-Linksd ImmunoSarbent Axsay
(ELISA) with a commercial Kit rat coricosierone {Diagnostic Systams
Laboratories (DSL) Webster Texas USA), and converted with 3 slandard curve
to s2rum corticostercne. Daily temporal profiles ware comparad ameng groups

and with refation to the LD cycle,

Histology and Immunohistachemistry

The last day of the entrainment protogel rats were anesthesized with an
everdose of sadium pentobarbita) {Anestasal 65 mgfmi), and wers perfused
franscardially with 260 ml of 0.0% saline followed by 250 mi of fxative 4%
paraformaldenyde in phosphate butier ssline (PBS, 0.1M, pH 7.2). Brains wera
removed, post fixed far 24 h and cryopretested in 30% sucrose for 34 days.
Brains were frozen and cutin seetions of 40pm 2t -18°C. Seckions wera sarally
collected in 4 sets, one set was stained with cresyl vilet acelate {Sigma
Chemical Company) for confirmation of the complete SCN fesion, A second set
of sectians was processed for Fos-IR and a third set wes processed for PER-
IR,

Frea finating sections were incubsted in c-Fos antigody raised in rabbit (1:2500;
Santa Cruz biotechnalogy, Santa Cruz, CAj orin PERT reised in goat (111000
Santa Cruz bistechrology, Sanla Cruz, CA) in phosphate buffer 0,10, ph 7.2

with 0.8% saling, 1% goat serum, and 0.3% Triton X-100 (PRSGT) for 72 hrs.
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This was followed by incubation in secondary antibody, goat anti-rabbit for Fos
or rabbit anti-goat for PER1 ( Vector Laboratorigs) 1:200 in PBSGT for 2 h at
room temperature, followed by incubation-in avidin-biotin complex (0.9% avidin

and 0.8% biotin solutions; Vector Laboratories) in PBSGT for 2 h at room

" temperature. Between each incubation sections were rinsed 3 times for 10

minutes in PBS. Tissues were reacted with diaminobenzidine {50mg/100ml} and
hydrogen peroxide (35 pl, 30% H202) to obtain a redish brown color. Tissues

were mounted, dehydrated and coverslipped with microscopy Entellan (Merck).

Cell Count

In order to quantify Fos-IR and PER1-IR positive celis in hypothalamic and
forebrain areas, three representative sections for each structure were selected
in accordance with the stereotaxic atlas from Paxinos and Watson, (1998&. in
forebrain areas we analyzed the nucleus accumbens (Acc) at bregma 2.20,
1.70 and 1.60mm. The Acc was then subdivided and evaluated in its two sub-
regions core (Acc-Core) and shell (Acc-Shell); the paraventricular thalamic
nucleus (PVT) was analyzed at level of bregma -1.60, -1.80 and -1.88mm; and
the central amygdala (CeA) at level of bregma -2.56, -2.80 and -3.14.

In the hypothalamus three posterior sections were selected at level bregma -
2.80, -3.14 and -3.30mm containing the dorsomedial (DMH), perifornical (PeF),
and the arcuate nucleus (ARC).

Images of selected sections were digitized at a 20X magnification using a
computerized image system (Image-Pro plus 5.1; mediaCibemnetic) attached to
a light microscope (Olympus BX41). Cells positive to Fos-IR and PER1-IR were

counted bilaterally in the selected sections with the image processing program
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(ImageJ) of the National Institutes of Health (NIH Image). To minimize the
number of false positives, background optic density was established in a nearby
region lacking Fos-IR or PER1-IR, stained cells that reached or surpassed 2X
the background optic density were considered positive and were included,
whereas cells undér this staining threshold were discarded. A single examiner,

who was blinded to treatment conditions, performed all counts,

Data Analysis

Data for FAA were classified by group and hour and were compared with a two-
way ANOVA for the factors group (2 levels) and hour (5 levels).

Serum concentration of glucose, and corticosterone was compared with a two-
way ANOVA for the factors group (2 levels) and time (6 levels) as a factor of
repeated measures for the metabolic measurements.

The number of Fos-IR and PER1-IR positive cells in the sections for each
structure was classified for group and time and are represented as mean +
standard error of the mean. Data for the 2 groups were compared with a two-
way ANOVA for independent measures with a factor for group (2 fevels) and a
factor for time (6 levels). The two-way ANOVA was followed by a Tukey post
hoc test with significant values set at p<0.05, Statistical analysis was performed
with the program Statistical version 4.5 (StatSoft, Inc. 1993).

To highlight the response of Fos-IR in anticipation and after the meal, we
included data from control ad /ibitum rats at ZT6 and ZT9, previously reported

by our group (Angeles-Castellanos et al., 2004: 2007).
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RESULTS

Actograms indicated robust noctumal pattarns in intact control rats and
completz joes of rythmicity fn about 86% of rats exposed to biraterél electrolytic
lesion of the SGM {Figurs 1D and G). Averege activity confirnad the diurnal
acti\;ity thylhm in the contrl group and the arhythmic pattern in SCNX group in
a LD eycle ang under food ad-ibitum condifions (Figure 1E, H), Sectians
procassed with cresyl viclet confimned the complete or partial lesions in the
SCN. Bubjects that proved to have compiete lesions wers inciuded in the
analysis {Figure 14 and B} while rats bearing incomplete or falled iesions wers
discarded (Figure 1C).

Actograms clearly indicate that in the Gl group RFS produced anticipatory
activity in all the rats, characterized by increased general activity at least 2
hotirs prior to and at the moment of meal tme {Figure 100, In SCNX rats AFS
aizo produced FAA, and far most cases it was and higher of earier onset than
controls (Figure 1F and 1). 4 further analysis representing the tatal activity per
haue prior bo food access indicated an sarly ansst of FAA in the SCNX, group
with increased significant activity 3h prior to meal fime while the intagt graup

exhibited increased significant values only 1 h pravious to the scheduled meal

- (Figure 28} The two way ANOVA indicated significant difference between Crl

and SCX grotps (F(1,14)= 5.04; p<0.02}, a significant aflect of tima (F(5,70)=

25.78; p<0.0001) and no interaction group X time (F(5,70)= 2.15; p=NS).

Glucose and Corticostersne Entrainment
In the Gtrl group faeding schedules entrainad the daily corticostarone rhythm

with highest levels anticipating meal time {Figure 28}. The SCNX rals aiso
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siiewed high corticosterone levels anticipating the schediled meal, but with
higher levels and an earfier onset than the intact controls Mean Haily values
were significantly highsr in tha SCNX group that the contrals. The bwvo-way
ANOVA indicated stafistical difference between Girl and SCNX groups
{H(1.30)=38.58; P<0.0001) a significant effect far the factor timg (F(5,30)=10.13;
20,0001}, and for the interaction group X time (F{5,30)=9,9; P<Q001,

Serum glucase in the Ciri group showed peak valyes afler the daily meal whike

“No respansa of glucose was obssrved for the SCX group (Figure 2C), The twa-

way ANOVA indicatec net difference between Cti and SCHNX graups
(F{1.39)=4.82; P=NS) a significant effact for the factor ime {F(5,33)=5.1;
P<0.001), and significant effect in the intaraction group X ime (FI333F33;

P<g.01).

C-Fos expression

In both Clrl and SCNX groups Fos-IR was observed in all hypathalzmic ang
limbic structures analyzed for this study. In conlrol rats the ARC, OMH and PeF
showed significantly increased Fas-iIR in anticipation and after mealtime, Fos-
IR vaiuas &t 2T8 and 2T9 ware signlificantly higher than values al ZT¢ or 272
and alse higher than values expecled for ad fibitum rals as previﬁusly repurtad
for the same time point (Angefes-Castallanos et al., 200d; see Figure 3 whie
bars at ZT6 and ZT5).

Similacly far the ARG, DMY and Pef, the SCNX group aexhibited figter Fos-IR
aaurons in anticipation {£T8} ta food than the intact contrals, also the DA
shawerd significanily increased values after feeing {Figure 3). The by

ANOVA evidenced a significant difference between the Ctrt and SCNX for the
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ARC groups {F[1,35)= 7.28; F<0.01), for the DMH (F(1,35)= 16.37; P<0.0002)
but ot for the Pef (F(1,35)=2.55; P=NS). A significant eMect far the factor time
was ohlained for the ARG (F15,35)=12.06; Fe0.0001), for the DMH
[F(5,35)=35.96; P<0.001) and {or he PeF (F{2,36)=18.78; P<0.001) and for the
3 structures ANOVA indicated a significant effect due to the interaction group X
tima F{5,35)=7.09; P<0.001 for the ARC, F{5,35)=13.15; P=(L001 for the OMH
and F(5,35)=3.4; P<0.01 for the PeF. -

In the limbic struchures (Acs-Gore, Acc-Shell in the PVT ant CaA) the contml
group exhibited significant high Fos-IR values in anficipation and during the next
6 after food accass (ZT6, ZT9 and ZT12} as compared with 2T0, ZT3 and
previously reported far ad libitum rats {Figure 4). In contrast to the response
observed in hypothalamic nuclei Fos-IR in the limbic structures of SCNX, rats
was signliicantly lower than in intact rats, In spita of lower values in both
Agcumbens subreglans and in tha PYT the SGNX rats showed anlicipatory Fos-
IR prior to food access at ZT6 and activity after feeding at ZT9 signifleantty
different from ZT0. In contrast, in the SCNX rats the CeA did not show
anticipatery activation preceding mealtime, but only a peak at ZT4 in responss
ta meal aceess. The two-way ANOVA confirmed sigrificant difference between
Cirl and SCNX groups {Ace-Core: F{1,35)1=26.56; £<0.0001; Acc- Shell:
F(1,35)=22.10; PVT Fi{1,35)=48.01; P=0.0001 and Caa Fi1,34)=135.27;
£<0.0001}, also significant differerce in the factor time (Acc-Cora;

FI5,35)=13.9; £<0.0001: Age-Shell: F(5.35)=14.03; £=<0.0001;PVT
£5,35)=6.31; P<0.0002; and CeA F(5,34)=18.48; P<0.0001} and the interaction
of group X time {Acc-Core: F(5,35)=2.93; P0.008; Acc-Shell: F(5,35)=3.31;

P<0.01; PYT F(5,35)=3.08; P<0.02; and CaA F(5.34)=2.01; P=pg),
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Clrcadian expression of FER1

Dally rhythms of PER1-IR expression wera identified in all structures for both
Clrl and SCNX groups {Fig. 5 and 6). .

In the ARC and DMH nuclei, both irveived in metaboiic homeostasis, the Ctrl
and SCNX groups showed similar daily food entrained pattemns of PER1-R,
however with higher amplitude (Fig, 54). Especially for the DMH a significant
increase in the amplitude was chserved fn the BCNX greup at the peak
assaciated with anticipation (2T12). The twe-way ANOVA indicated a significant
differente between groups for the DidH (F{1.26]= 24.84, p<0.0001} and no
diffarence for the ARC (F{1,27)=1.27; p=MS) significant difference due to time
{ARC:F(S,27)= 28.98; p<0.0001, DMH: F(5,26)= 46.27; p<0.0001 ) and due o
the intaraction of both factors group X time {ARC: Fi5.27)= 3.57; p<0). Ofand
DMH: F(5,26)= 4.47; p<0.004), In the Pef the expression of PER1-IR was very
scarce and in mos!t cases inexistent, ho temporal pattern could be determined
for the different groups {data not shown).

n hath Ace subiregions (Cone and Shell) and in the Cea, food enlrainment
impoased & daily peak at ZT12 in both groups Cirl and SCNX (Figure 6A, 6B and
D), however in the SCMX group the daily pattern in the Acc-Core was
significantly disrupted. In the PVN the foad entrained peak was at XT6 for the
Civ group while in thg SCNX graup peak values were reached at ZT12 as
abserved in other limbic areas (Figure 6C). Statistical analysls indicated
significant diffarence betwesn groups for Ace-Cors (F(1,35)= 34.18; p=<0.00C;
and for the PVT: F(1,35)=9.66; p<0.003, but not for Acc-Shell F(1,35)= .53

p=MS)or for CeA: F{1,30)= 4.11; p=ME. For the sffect of time the two way
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ANCVA indicated a significant effect for all carticolimbic strustures: for the Acc-
Core (F{5,35)=17.22; p<(L.00D1) for the Acc-Shell (F(5,35)=47 23, p<0.00001),
for the Ced (F(5,30)=14.48; p<0.00001) and for the PVT {F{5,35)= 7 .67,

p=0.0001. Then interaction of group X time was significant for both Acc

. subregions (F(5,35)= 4.44; p<0.003 for the Acc-Core; F(5,3514.13;

pe0.00Q01 for the Acc-Shell) for the PYT {F{5.35)= 11.97, p=<0.090H), but not for

the CeA (F{5,30)= 2.06; p=NS).

Discussion

In agreement with previous reporls, complets SCM fesions abolished circadian
rhythms of general aclivity and dig not interfere with the axpression of
anticipatory activity, and focd entrained corficosterone rnythms {Krieger et al.,
1977, Stephan, 1283, Mistiberger, 1994, Honma et al., 1985). The present
study showed that faod entrained thylhms of Fos-IR and PERT-IR, persisted in
animals bearing bitataral lesions of the SCN and mareover in sgraement with
the observed increase in behavicural anticipatory bahaviour and Increased
anticipatory coricosterone peak, the Fos-IR anticipatory increase in
hypothalamic nudlei was signifizantly higher 25 compared 1o the intact controls.
P.resent data demonstrate that in the absence of the SCN, the food entrained
corficasterone peak and fond entrained seliular activation in the hypothalamus
are axpressed with higher intansity suggesting a possible disinhibition due to
removal of an inhibitory influence exened by the SCN. This changa in intensity
of FAA rhythms suggests that during daytime food entrainment, the SCN
interacts with hypothalamis nudei involved in aclivity and corlicostarone

regulation and exerts an inhibitory influenca. We can speculate that this
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influence can be aimed at keaping the outputs coupled to the ightidark cycle in
order to avoid intemal desynchronization,

A number of studies have shown that in the noctumal rat inhibition of the SCN
coincides with the expression of lacomator activity (Schaap and Maijer, 2001)
and that increased activity of the SCM coincides with inhibition of Incomatian
activity (Bulls et 2!, 1999, Meijer ot al., 1892, Medjer and Schwartz, 2003}, In a
previaus study we described inhibition of the daily Fos-IR expression in the
SCH in rats anticipating food while in hungry rats that were not ablz 1o predict
and anticipate the meal, the daily Fos-IR axpression in e SCN persisted
similar to undistuibet a¢ kbitum rats {Escobar et al, 2007). Like wise it is
damanstrated that the SCH has an inhibitory influence on corfcostene
secretion. Rats bearing bilateral iesions of the SCN show higher average values
of corticosterane and in response to a stressful stimulus {Buifs &t al,, 1893).
CHrect anatomicai oulputs between SCN ang hypothalamic nucled, include the
ARC and OMH, {Leak and Mosre. 2001; Abrahamsan et al., 2001), twe nuclef
Invalved in coordinating metabolic pracesses and behavioural aclivation ( ¥iet
al., 2006; Astan-Jones et al., 2001). These projactions enable ihe SCN o
transmit rhy‘lhmi&ty to metabelic and arousai systems and they erable the SGH

to keep ther activity coupled to the LD cycle [Aston Jones el al., 2001,

Cantrary to the effects observed in the hypathalamus, in ihe imbic system all
structures showed decreased Fos-IR aclivily in anticipation and as a response
te foad, suggesting & significant infuence of the SCN far tha neurnnal adivation
during anticlpatory activity. Feeding scheduies shit PER1-IR peaks in the

carticolimbic structures to Z112, except in the PVT that shifts to 215, as we .
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have described previously (Angeles-Castsflanos et al., 2007). In SCNX rats
general patterns wera not modified and food entrained thythms of PER1-IR did
not vary significantly in the Acc-Shell and CeA. Howevar in SGHX rats we
chserved i Lha PYT a shift to ZT12 suggesting a restraining effect from the
SCN and disinhibition after the legion. It is known that both nuclei have & direct
bidirectional anatomical relationship (Moga et al., 1895; Navak et al., 2000}, and
itls to suggested to provide a pathways for visceral and mativational aspects of
behaviour (Moga et al., 1995).

It is fmpostant to mote that in the Acc-Core we observed an up-reguiation of the
clrcadian expression of PER1-IR, this struclura has been related to the
behaviour of expectancy and anticipation named "Wanting" {Ahn and Phillips,
2002; Berridge and Robinson, 2003; Cardinal and Everitt, 2004} and could be

refated with the increased intensity of FAA observed in the SCNX rats,

An unexpected finding was the lass of ood-entrained rhythm of glucosa in rats
with SCN lssions. It is well documented that the daily glucose rhythm axhibits a
nocturnal peak and is driven by the SCM {Cailofts et al,, 2005; La Fleur et at.,
1689; LaFleur, 2003). Restricted feeding schedules modify this pattern
producing 3 foeod related increase immedlately atter feeding {Esoobar et al.,
2005). Thus the lags of the fagd-entrained glucosa peak after SCN lesian
indicates a relevart input of the SCN to mediate this responsa and confirm the

dependence of the glutose rhythm on SCN integrity.

Amain effect of SCN lesions was observed in the ceilular activation and

rhythmicity of the DMH. Both markers of activity Fos-IR and PER1-IR were up-
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regulated after SCM lesions. Tha DMH, is suggested to ba one of the main
raguiators of faad entrained rhylhms (Gooley et at., 20086), it plays a criticaf mole
far the expression of circadian ythms due to direct projections from the SCN
[Watts and Swanson, 1987; Buijs of al., 1894) and it integrates metahofic
signals for the regulation of leeding and energy consumption .(Astﬂn Jones st
al, 200%; Thompson et al., 1996). Therefora it is suggested hat & food
entrained oscillator may be Iocated In the DMH {Goofey et al., 2006). Present
data da nat rule out this possibifity and they point out a significant strengihening
of food entrained patterns after SCN lasions aspecially in his nucteus
canfirming the centrol of the SCN on the OMH dafly thythms and the relevancs

of DiMH for food entrainment,

Altogether evidence indicates an inhibitory muduiatiﬁn of the SCM on
hypothalarmic activity, on ganeral locametion and conleostarone secretion,
Althaugh the SCN is not necessary to express foad-entrained rhyibms, it
paricipates actively during tood entrainmant, modulatiitg the response of
hypothalamic and corticalimbic structures, passibly ko prevent them from
uncaupling from the LD cycle, Further studies will need to explore the functional
mechanisms of the pathways regulating this interaclion and the reciprocal
exchengs of melabollc and temparal sighals batween the light and the food

entrained systems.
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; Figure 1 ; Figure 3
]g Phatoricrag rashs of represemative of completa SCN lasion (A and B) and an 1§ Temporal paHern for the nurmber of Fos-IR cells In hypothalamic stuctures in
11 11
12 incomplete SCN fesion (C) are presented. Representative double plotied 12 food-entrained Grill rats (black bars} and their SCHX, rats {gray tars). The write
13 13
i; general aclivity aclograms for Intact rat under food entrainsd (D) and two }'; bars in ZT6 and ZT9 represant the number of Fos-IR expect in ad fibfum rats,
16 16
11 representative actograms of SCN lesion (G) rats. Mean activily profile of Brats 17 data reported previcusly. The horizontai bar on the abscissa represents frad
18 18
;g In ad fbdum (E and H), 3 weeks under food restriction (F and 1, show the ;g access. White and black bars represent the LD cycle. Values are mean + 5E.
21 . o . . . - 21
;; differential responss in intensity and duration for anticipatory activity. Whits and 22 Sigrificant differance between Ctrl and Lx groups; (:)2<0.001;The letters
24 black hars represent the LD cycle, horizontal line represents the mean activity 24 - X
3: 25 indicate stalistical difierent between temporal points of the same group, {a} Crtl
27 during the light phase. The rectangte in ZT8 represents food access. 3V= Third ?,? . . i
78 28 group and () SCNX Group, The low panel show representative micrographics
29 ventricle; OX= Optic chiasm. z9 i .
30 30 In ZT6 for two groups; 3V= Third ventricle; ¥ = Fomix.
31 3
32 ES
33 . 33
39 Figure 2 34
3% 35 Figure 4
gg fn (A) narmalized lotal activity of rats, sach hour dr 5 hours before the time of 36 . o )
b ;; Temporal pattern for the number of Fos-IR celis in corticolimbic strugtures in
15 food, the Ciil group {black), and SCNX group (gray). * = statisticat difference 39 )
40 40 food-entrained Gl rats (black bars) and their SCNX rats (grey bars}, The
61 Ctrl and SCNX group under food entrained {p<0.01) {a or b)= statisticel 21
‘;ﬁ :; horizontat bar on the abseissa represents food access, Values are mean = SE.
an diferancs of termporal poimt between basal sctivity -5h for Cfrl and SCx 24
05 . . 5 Significant difference between Ctri and SCNX groups: ()P <0.001; The latters
48 respectively. (A) Termporal profile of serum coricosterone, and [T} temporal 43
4% 4
jg profile of serum guease, in Ciri group (black circles) and Lx (gray circles) ’13 indicate statistical different between tsmporal points of the same group, () Crtl
50 50

. . . A - 3% . Whi lack bi t fe. Other

i; entrained for 3 weeks to restricted faeding schedules. (*} indicata sighifieant 2 group and (b} SON3 Greup. White ana dlack hars raprasont the LD eycte
?3 ;3 indications as in figurs 3.
;5 ditierence batween groups and (+) indicate stafistical different between g
55 5E
57 e mporal points ofthe same group. White and black bars reprasent the LD 57
58 Ei . Figure 5
23 eycle. The rectangle in ZT6 mepresents fond access. a0
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Total cell number expressing PER1 protein in the hypothalamic nudei. The

gifec! of fuod entrainment is shown on both groups. The controls (black circles),

ESCMX group (grey circles), (+} = statistical diference between Ctrl and SCNX

rals {p<0.001); the low panel shaw representative micrographics in ZT0 and
ZR12 low and high expression of PER1 respectively for two groups. Other

indicatlons as i figure 3.

Figure §
Total number of cells expressing PER1 protein in the corticaiimbic regions of
Ihe CU {black cirgles), SCNX group (grey circles) * = statistical difference

between Ctrl and the SCN rats (p<0.001). Other indications as in figure 3
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| Cronobiologia médica.
! Fisiologia y fisiopatologia de los ritmos biologicos
Manuel Angdestaslellanos.' Katia Rodriguez,' Roberto Salgada,' Carelina Escobar'
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g 1 amor hace pasar el tiempo; et tinmpo hace pasar el amor ducen gl fendmena conocido come el «Jet-laps. se pnlatizé
! Proverhio italiano.  la necesidad de conocer el ovden fempora) de fendmenos ti-
- sioldgicos, que pueden generar deficiencias en habilidades
! Introducciin psicomotrices. alteraciones en ¢l ciclo sucho-vigilia, fatiga
i durante el dia. trastemoas gas'smintesﬁna\es, cefaleas y altera-
i La cronobivlogia &8 considerada la ciencla que estudia  clomes aflectivas.™?
‘ los ritmos bioldgices en todos sus niveles de organizaciin;
, crecienie el interds de comprandar la prganizacids eowpo- De la homeostasis a la cronostasis
| ral de tas funciones y de la conducts,
| Bl estudio de los rinnas bioldgicos rambién explota pra- En 1342 ¢l médico y fisialogo Claude Bernard (1813-
q blemas practicos tales cuma los efectos del horasio de vera- (878, planted la existencia de un medio interno que debia
W no. 1a variabilidad on andlisis clinicos, problemas asociados ranienerse constame, Pera no fue sino hasta 1928 que el
. al wueiio, dosificacion de farmacs, ¢te. bidlogo Walter Cannem {1871-1943) acufics el nnine ho-
: £1 eswdio de los riemas bicldgicos d& manera experimern- medstasis (Del gricgo homee que significa «similars, y esta-
1 tal o complejo, ya que involucra un cortecto disefin experi- - 515 cestabilidad») y que se definit como el conjunto de me-
| mental, andlisis de resultados y una reprasentacian grétfica canismos que tienden a 1a estabitidad en la composicion
i adecuads; ademds, yequiers de un buen congcintiento de la bioguimica de los liguidos, céiulas y Lejidos, para manisner
! {isinlogia. La vida es un movimiento permancnte, basta con Ya vida®
observar cualgquier evento a nuesro alrededor para darnos La (eorfa homeostética resulta insuficiente para explicar
1 cuenta de que ki naturaleza no cs esttica, al conrario es  algunos fendmenns, coma la ingestidn de alimento, necesi-
' flucmiante v sobre todo citmica. un ejempio son los ciclos de  duad previa a cambios en 105 niveles de metaholitos que Man-
las estaciones del ano, los ciclos lunares y los ciclos diarios  tienen ¢l balance energética. Es decir, exislen Mecanismos
de luz - oscuridad. Es evidente gue los ritmos del ambigote  que inician el complejo proceso de bisqueda y consume de
1 jnfluyen sobre la actividad de log organismos. cn fupcion de  alimento antes de que suceda una hipoglucemia severd, dela
i ia temperatura, de 1a cantidad de luz o de 1d disponibilidad misma maneta que 1a sacicdad en el consumo de alimento
! ge comida. Bs clava la influencia de lus fluctuaciones geofisi-  ocurre antes de la absoreidn completa de nutrientes. E5to
cas sobre vavisbles fistolégicas y conductuales y sobre tras- indica que se¢ cuenta con ofro tipo de sistemas pard la regula-
tornos de salud. Pero no fue sino hasta 1971, en que aparecié  cidn fisinl6pica, capaces de derectar ¥ prevenit un gstimulo
o la cronobiologia médica como un apartado de la cronobiolo-  que praducird alteraciones en el sistema homenstdtico. Estos
: gia recién nacida en el afin1960,” cambios de tipo predictivo, incluyen a los ritmas biolGgicos,
Inicialmente, 105 ritmos hovmonales fueron, objeto de in-  y son considerados como una forma de adaptacion condue-
terds por parte de la endocrinologia durante los afios 70y 80. - tualy fisiolGpica en respucsia al medio mnbienie cambiante
'% En seguida la cronopatoloaia despertd el interés por los pro- Y ciclico. Se ha acufiado e términe de Cronostasis que define
. cesos ritmicos. fisioldgicos y fisiopatoldgieos, asoeiados ala  agucllos mecanismos que transmiten un orden temponal 2
' morbilidad ¥ mortalidad en algunas enfermedades vascula.  diversos progesos fisioligicos, que ajustan el iempa bioli-
res. respiratorias, metabolicas, cle. Surgid el interés de cono- gico con el genfizieo y conrdinan la progresion remporal de
cor tos aspectus temporales de tos aceidentes cardiovascula-  diSiaI0s procés w Tlainldgicos ¥ conductuales entee sl La
res cump base pata aplicar un enfoque cronofarmacologicn y  forma en gue 1 cronostasis upera cs a través del ststema cir-
cronoterapéutico. Debido 1 los viajes traneoceinicas Gue pro- cadiano.t




El sistema civcadiano y su importancia

L sigtema circadiano se encusntra formado por lus gi-
guientes estructuras: 1) un reloj blotdeico que en fos marmi-
feros se sitda en ¢l ndicleo supraquiasmadties del hipotilama
(NQSY; 2 lag vias de sincronizacion. encargadas de propor-
cionar al relof la informacicn de Tas sefiales externas. Prin-
cipalmente el tracto retino-hipotalimice rransmite la infor-
macién luminosa de la reting hacia ¢l NSG para mantener
una congruencia onlre el relof y el medio ambicate: y final-
mente 3) fas vias eferentes que transmiten las senales a los
sisternas efectores que expresan los diferentes ritmos fisio-
ldgicos ¥ conductuaies 52

Ejempios de sisternas eferentes son: ef ¢je hipodtamo-
hipufisarios-suprarrenal, los sistemas cardiovaseular, inniu-
nitaric, hematopoyético, el ciclo celulay, 1z gidnduby pineat,
etc. Todos estos sistemas se sincronizan con el NSQ a través
de sefales neuronales o sustancias que inleraccionan con
ellos, que pueden sor tas hormonas y neurotransmisones.

Desincronizaeidn y enfermedad

Elhurmano como uno mas de los erganismos que viven en
un medio Muctuante, es vulnerable a sufiic alferaciones de su
maquinaria cronohioldalcs, que se pusden clasificar en degin-
cronizacién externa y desincronizacion interna,

Desincronizacion externa

Ls ln pérdida de coherencia entre las Fluctuaciones del
medio externo y las oscilaciones generadas por el reloj, Fg-
tas pueden producirse pur una alteracidn o dafio de las vias
de sincrorizacion o por uny alteracion de 1a sefial de sincro-
nizacidn, Esto sc produce por un viaje a través de varios
husos horarios. Dependiendo de la direceidn del viaje, ge
genera un adelanto o un retraso de las horas, lo cual produ-
¢ una pérdida de relacién entre la hora geogrifica de! fogar
¥ lu funcion de los efectores. Este fendmeno es conocide
oo «jet-lags, Crro ejempla de este tipo de desincroniza-
cidn, se debe a una Incongruencia de las actividades dei
indeviduo con las sofiales de sincronizacion exlernas. Un
ejemplo son los trabajadores nocturnos, que se ven forzu-
dos a trabajar de noche y a dormir de dia. Las consecuencias
pueden ser irritabilidad, trastornos gastrointestinales, en-
fermedades cardiovasculares. sindrome metahdtico y aumen-
to en ta incidencia de cancer. Este problema lo comparten
vartos da los tegbajadares de la salud que sor sometidos a
horarios rotatorios de trabajo. entre ellos tos estudiantes de
postgrado en medicina (residentes); la fatiga y las alteracio-
nes del gicle suefio-vigila, propician errores quinirgicos ¥
mala utencion al pacients; wmbién propician accidentes
automovikisticos y de tipo oeupacional. Un ejemplo lamen-
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tuble de este tipo fue la explosion de la planta de energfa
auclear de Chernobyl, ea 1986. Se cree que los nperadores
se encontrabun fatigados y estaban trabajzndo en el punto
temporal de menor eficiencia circadiana (1:23 am.), Con
estos ejemplos se puede sefialar que la ignorancia o des-
atengidn de la fisfologia de los ritmos bioldgicos puede ger
la cansante de accidentes y de mal rendimiento Juberal e

Desincronizacidn interna

Es la pérdids de relacion entre las oscilaciones del relyj y
cl resto det organismo. Se plantes que existc una correctn
relacidn entre el reloj y el medio extorna, pero una alteracién
en la salida de sciiales titmicas hacia el resto det nregnisme o
bien en 1a transmision de éstas a los efectores. Bsta también
puede ser desarrallada en trabajadores nocturnos o en pa-
cientes con entermedades cronicodepencrativas como lu dia.
betes, la hipertension y el cincer. Paru la diabetes se Suyiers
que el panto de regulacion de la glucosa, ast como el de 12
insulina siguen ¢l vitmo circadiano, pot 1o que se plamea que
en pacientes diabéticos se pierde la comunicacidn entre ef
veloj y los Grgunos periféricos. entre ellos el pancreas y el
higado.? Recienternenie se ha estudiado la contribucion del
sistemna nerviosn autaomo en la comunicacion nearonal del
NSQ con la periferia, dandu como resultado un estado de
tesincronizacion interna y pérdida de la coberencia entre los
ritmos de diferentes variables, entrc ellag 1a Rlocosa, la insy-
hina y el cortisal. ¥

Como podemos ver se requierc el conocer [os rilmas con-
ductuales y fisioldgioos. su mantenimiento ¥ surelacidn con
el medio externo. Por ciemplo, para {a interpretacidn de and-
hgis elinicos de muestras tomadas a horas distintus. Bl cono-
ver las varfaciones remporales permitird interpreiar la rela-
ciin del nivel maximo o minimo con su ritme clcadiano.
que nada tienen que ver con alguna patologia o tratamiento
en especifico,

Cronofarmacologia y eronoterapia

Sabiendo pues que muchos pardmetros fistoldgicos se or-
ganizan en funciin del tiempo, es lGgico estublecer que 1o
s6lt ex mecesaria fa cantidad correcta de un medicamento,
sino también saber dosificarta en el tiempo correcto. Ref-
rigndonos directamente a los medicamentos, un individuo
puede variar su susceptibilidad y capacidad de sbsorcidn
dependiende de lu hora en que se administren. En conse-
cuencia ha surgido 14 cronofarmacelngia, para el estudio de
las carseteristicas funcionales de algunas drogas v poder op-
timizar su uso en algunas patalogias. La cronocindtica de
un farmaes hace referencia a lus difevencios de lus ofoctos
producidas .en cuanta a absoreidn, disteibucion y efimina-
elén segin la hora de administracidn,
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La eronoterapia propone una medificacion a los esque-
mas de fratamiento preestablecidos; en oncalogfa existen una
gran centidad de estudios que demuestian y punen en evi-
dencia la importancia dg los ritmos bioldgicos y la cronoei-
nética de Ios agentes anticancerosos.' (s imponante men-
ciongr que la duracion del ciclo celular varfa segin el tipo de
tejide, siendo (o duracion promedio del ciclo completa de
aproximadamente 24 horas. Los farmacos utitizados en Ia
terapia nneoldgica tienen un efecto citotdsico subre lug cé-
lulas durante ta fase praliferativa del ¢iclo celular. Bl ntiers
de células en fase de sintesis de DNA y mirtosis varfa a o
large de las 24 horas, de tal manera que los mecanismaos res-
ponsables de esta regulacion circadiana revian sobre les fac-
tores de crecimicnto, recepiares de membrana y/o sobre siste-
mas enzimiticos. Por ejemplo; la enzima timidilato-sintetass.
esencial para la sintesis de ADN, es Ia dnica enzima que sin-
tetiza de nove al nucledtido deoxitimidilato monofosfato,
requerido para la sintesis del ADN. La inhibicidn de esta
enzima detiene la divisiGn celular ¥ s el mecanismo de ac-
cién fundamental del 5-Fluorouracilo (SFE). Que deberia dar-
se en dosis bajas por la noche y altas en el dia. sin olvidar que
Lo idea! seria darlo en el momentn de menos mitosis (Madir)
del ritmo circadiano del tejido sano o en su case durante Ja
acrofase o pico miximo mitdtico del cincer en cuestion.'”
Asi se dafarfa menos a las eélulas sanas y seria mds agresivo
contra Jas células cancerosas. Lu relavancia clinics de estos
experimentos se apoya en la documentacisn de 163 ritmos en
tumores humanos. La sintesis de DNA en células tumorales
presenty cambios diarios con un rango méximo entre lag 12 v

Enf. acidopéptica

Crisis gpilépticg

Dolor crinico

Dermatosis

Ostegartritis

Perforaciones de
nlceras

Crisis anérmicas

24}

Entarmetad vascular serebral
hemorragica y trombdtica

16 horas. Por ejemplao. cof indice mititico de fos carcinomas
mummarios humanos muestra ciclos circadianos, con un pico
midxima cercano & las 15 horas del dia.

Perspectivas de 1a cronobiologia médica

La cronobiclogia ge ha establecido coma una discipling
cientifica, que comienza a dar eaplicacion a fendmenos -
siopatoldgicos desde un punto de vista del orden temporal
que 80/ se habian abordado de manera descriptiva y ance-
dética, dando sustento como lo hemos dicho anteriormente a
esquemias no s0lu terapéuticos sino tunbién diagndstleos (-
gura 1), Desde el punto de vista clinico existen algunas espe-
cialidades que yu identifican un eomponente cronobioldgi-
co. tanto en ¢! diagndstico como en el traamiento de algunas
pawlogias. Se habla ya de la «cronocardiologias, «cronopsi-
quiatria» 0 «cronooncolGgicas, disciplinas que se anaden
las ya establecidus «cronofisiologias y ceronofarmacologians,
¥ esperemos gue muy promnto se pueda hablar de fa «crona-
medicina»,

La cronobiologiu de esia forma proporcions nuevas he-
rramnentas de andlisis y do tratemliento en trastornos del
speiio. ¥ contribuye de forma especial en 2l conocnnienio
de tragtornos psiquiduicos, eoma 1o depresidn estacionad,
En esle momento v en varios Ingares del munde incluyendo
México, se realizan sstudios cronohioldgicos de enferme-
dades vronicodegenerativas y se estudia a la desincroniza-
cion interna comno parte de [a patogenia de algunas enfer-
medades como la obesidad y el sindrome metabdlico.

Comienzo de trabajo de parto

Falla cardiaca congestiva

Nacimientes
esponlanecs
Asma Figura 1. Diagrama de un relgj de
24 h que muestra e iempe aproxi-
mads de actividad, seguide del
tismpo de descanso en el humano,
asi como las horas en que inicia e}
trabajo de parto ¥ se gbservan el
mayor numery de panos espants-
neos. También muestra las horas
dentro det ¢iclo circadianc en don.
de se manifisstan los sintermas o
evanios agudos de algunas patolo-
gias. Muodificada de Ohdos. Drug
Metab, Plarmacekinet 2007.

Crisis epiléptica
Migrafia

Rinitis

Artritis reumatoide:

Anging, infarto agudo det
micgardie, muerts sibila



lgualmente son de interés Jas modificaciones ritmicas cir-
cadianas en la biologia del desamrollo. es decir tos eambios
que suceden dasde In infancia hasta 1a edad adulta, y los
trastornos de la ritimicidad que se presentan con la vejez. La
industria farmucéuticn empieza a disefiar firmacos basados
en la cronobiologia para liberarse en horas especificas del
ciclo circadiano; asi vemos las tabletas muiticapa, que per-
miten su liberacitin modulada, por efemplo: rapida ee la
poreidn proximal del intesting delgado, y lenta en su por-
cidn distal, combinando estas t€enicus se pretende diseiiay
un sistema de liberacién programada por pulsos. Las bom-
bas de infusi6n son cn la actuslidad el métado mds eficaz
parg Ja liberacitn de uno o varios medicamentos. Un méta-
do alternative para consegoir una liberacidn pulsétii de un
farmaca, implica ei uso de {a microtecnologfa. Los micro-
chips podrian constituir en el futuro la herramienta necesa-
ria para la obtzncitn de sistemas cronofarmacocingticos efi-
caces.”?

Eil manefo cronobioldgico de pacientes ain presentz di-
versos probfemas logisticos y metodolégicos, sobre todo qus
no se cuenta con unidades como los dispositivos adecuados
pary el monitoren continuo de lus variables fisioldgicas; par
ctre fado la atencitn cronobinldgica de pacicntes implica un
seguimiento continuo y en muchos casos ambulatoriv acom-
pafiady de altes costos. Desafortunadmmente, los resuliados
que ofrece la cronobiologin médica no son inmediatos ni
cspeciaculares coma acostumbramos observar con algunos
tratamientos médico-quirdrgicos. §in embargo, |z cronobio-
lagia propone ur mejor entendimiento y magipulacidn de la
figiologia, utilizando sus variaciones circadianas como parte
del tratamiento. Una forma de lograr un mejor avance de ja
cronobiologia médica serd incluir un cambio en la ensefian-
za y formacion de los futuros médicos, incluyendo conceptos
de ritmos bioldgicos y cronalerapia, que sin duda repercitirs
en un mejor conocimiento de la fisiologfa y en mayor efica-
cid para la prevencitn de enfermedades y tratamiento de pi-
tologias,
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Resumen

odus bus ogganismos incluyendo < ser luamane han desurruilade
wn sistenis para la medicion dd tiempo, Esty capacidad permite
adaptarse 4 fenGinews ambientales que se tepiten en farua

regular y constante. A este sistenna se le conoce come sistera vircadiano,

Actuadmente se sube e el sistenia circudinno se encuentra constituicle por

es: las vius de entrada de informacion, los me.

bras LN ponesies esen
canlismos del rebj y s vias de salida para la transnsision de ritmicidud a
tezs paries del cuerpo. De fas vias que praporcivnan seimles del snbicnte
para mandenct sinceonizado al sistenm a los ciclos externos, la s prler-
osa 2 b alieraencia luzfoscuridad. Bsta via de entruda, de informacion in-

cluye a la cetina, asi como af tracty refinohipotaimico. H relof, identiicado
en ef nitcko supragquissmiatico del hiputilunio, genera s ritnios agn en
condicianes en que no recibee sefules ambientales del tiempa. e vbica e el
hipotlumo anterior y establece contagtos von otros nicheus hiputalitnicos
asociadvs & mantener la hotnsostasis inerm. Bor ultine, las vis eferen.
tes w de salich se encargan de acoplar at reloj con otros sistenas clectoges,
Fara esta funcign se consideran peincipalmente purticigaciunes def sislema
nerviese agtdnonts ¥ del sistena endborine, Debido o que en affos recien-
tes s¢ ha demostrado que diversos tefidos viscerales pwaden ascilar inde-
pendienteniente, se ha consideradu a estus drmnos periféricos como parte
de| sisteina cireadiamy, o que lo convierte en w sistema nudtestructural

- ¥redondante.

Palabras clave: micleu supeaquizsmaticn, hipotilamo, eitmes bialé gicas

R

Abstract

Thix property allows then w adapt w cic phenvend ir gur

enviransment that are present in regidnr eyeles, This lime keapinyg

SWAlern is knawen a5 the circodian spstea, 11 i well known that tee
civceteliaon spstem is constituted by 3 efernenisvrmrainimg pathways whick enter
infornrivn, the mechisms uf'the cloek ard vapae paehiwayy that trarsmi
rhyehreic signals re the rest of the body. fuput pathovaps provide time sigrals
Jrom the environment in erder to maintais the circadian swstern cenupled 1o pe-
ternaf cyles. The iein ensairing sigrad is che Yighe-dork eycle. The anatoni-
val substrate for this pathway is the reting and the reeinnfypothalimic trag.
The elock uechanjsms huve beaw identified in the suprachiasmatic wuckess of
#he hypashatams, it pencrates circadian rlythons, svent when externat signals
wre absent. This scracture is focated in the ancevior hypothalamus anef has
profections ra acher hypothabanic mecless involve with iorumsiatic functins,
The output pathwuys Eﬂ,“p the clock caupled 10 adier organs. This funceion is
accomplisiied vig de autonaaic und the endocrine syseens. Bevivse i revens
years it hos ben shown dut visceral organs can oscitlate independently, pe-
riphesuf tissees are now acknowledged as e of the ciroadiun sysiem, which is
terw o mudtissructursd aud redundunt sysiem,

Keey words: Suprachiasmatic muelens, hypothaturres, hivlugical riyehm,



:Por qué medir el tiempo?
O3 Qrganismos cUbeimos dia

imente wag serie de funciones parn
sabrevivir. Nirgan

de dichas [uniones depende de un sofo 6.
g, s bien cada cespuesta o funelan requiere de 11 interac-

<iin de varios Srgaaos que farman sigtensas. Bstos sistemas sdumds ds estar
constitwidis poresteuctuns especiolizdas, cuentan con vius prar i entrada
¥ vius para b slida de inforniion, de maneea que los urganismes son
<l conjunes de complojus eeides funcionales, las cusles travamas de com-
prender primerumente peer edicr de b anatomia, y que cotwocemes por su
localizaciom, lorma y relaciones.
Entee las maliipkes funciones que realizamos diariamente se inchuye I
necesidad de manterer un orden enporal. Bsta 26, realizar todas nuestras
funciones en congruencia e los cambios dinrios aseciados al tiempo. Dy~
rante un cicko de 24 horas debemos enfrentar combios asociados al dia yla
avche y pos o Linto a b iz y la oscuridiek Limbicn enfientames oscilgio-
nes cin b temperatues ambiental, en la humedud, Tos sonidos provenientes
de otros organismus, ety, Estos eiclos dingos Te taponen a toda individue
e eeto adaptative que zequicre se exhibun éptimas respuestas en convot -
dangia son los Lienpos ambientles. Es ms, paca yna buena adapracion
s fequicre pader anticipazse a estos cichs diarius, que son predecibles. Ea
consecuencia ¢ada todividuo muesiaa ciclos e su conducta y fisiofogh,
que restltan obviss en b ulternancia de intervalos de actividad ¥ stefic, -
ernamente s¢ presentan vscllacivnes conacides como eitmos circadianos,
quet se caracterizan por manifestarse aprodimadimente cadu 24 horus, Por
<jemmpls, es posible observar picos de liberacisn hormonal v de funcianes
metabdlicas a clertas horas del dia, sepuidos de disminucion en bos piveles g
otras horas, Por medio de estus fuctiaciones se logron expresar respuestas
Gplimas en momentns 2n gue las circunstancias ambientales mds ly Tequi-
eren y por Medio de estos 1itmaos se logra wea estrategla adaptativa esencial
para wrt medio ambiente cambiante.
Para lograr ¢stas adaptaciones temporales todo UEGRISING CULIt Con un
sisuema circadiono, el cual esti especializade en . medicion del tiempoy ¢n
trnsmiti esas sefiales a los diversos sistemas funcionales,
Se reconoce astualmente que ¢l sistema ciicadinno se encyentra constitida
par 3 componemes esenciales.

* Una via de sincronieacita,

« Bl eeltj propiamente.

* ¥ias elerentes que acaplan el reloj a sistzmas efectores que expre-

zan las ftnciones arcadiznas o fumos.

La anatomia del reloj

{Descubrimiento del NS, en donds esr ¥ cima funciona)

Con la hipétesis deque podia exdstir una region en of cerebro que fnnclorarz
cotno reloj Lioldgice invelucrade con la manifestacidn de los cumas circa-
dianos, Carl Richier 2n 1967 realizs estudios con ratas, lesionando | parté
anterior ded hipowlamo, y demestnd que s perdia la expresicn dittnica de la
cenduce Icometnea, lo cual lo Hevs a b cenchssion de qie existian regios
nes hipotalimicas probablemenite responsables de la ritnieidad circadiona 2.
Pero ro fiee sine hast Lo ddcada de les 76's chande se realizagon estudios
con trazadores de vins netronales, qee demostrazon la existencia de wia

Investigacion Marfolbgica

cotlificacibn dicecla de Ja via visual al hipocdamo y que fue deoominida
tractu roting higotalimicoo (TRI} con seominacionss sspesifcamente e of
fiicleu supragniasmidtico (NSO * 1%, Las lesiunes de este NSQ provovaran
pérdida del ritmo de conceniracion plasmatica de cortizosterona y pérdida
de Jos ritmos & corthecta 'S P worasborando que este NSQ funciona coms
MATCIpasey inkernc.

EINSQ es un aicleo par localizado cn b regién antezo-venLral del hipotdls-
s inmediatataents acciba del guiasina dptco, bieral 2 b bose del teroer
ventrictihy se sitém pur debajo de la 2ona subpraventrivulas, por detris det
dren predptica reedial, por delante de [ rerroquissmadtdea, y bceralinente s
relaciona con b zom biteral anterior hipomldmica (Fig, 1).

B DMK

ZsPV media!

Sistemna Limbica
‘ NS

Hipotalamg
Fip- 1. Morfoiugin det micien supmgieinsmiice e row. AL MEorsprdfica (MK} de wncore
st el hipotedlerm evaerivn, sona o domly sc msestr el NSQ) o4 Sngicn de Nissl
Lt baria = [Gmine Bl s sunestean oo an exgueser s divisione. del NSG a! e jas
vivs afirates v efmonies auis importanses. DM, ducsomedial; VL, vertnfatersl, 31, egrecr
Wik wlo: XO. qidiayin optico: DMH, wiviy dorsomedial lipualisive; ZsPV, suna
sueliprraveniteicniar; 161, bujirts inergevicutada forerad,

L3PV Lateral

RAFE
P

b Re!irla

Morfologia y organizacién del NSQ

Los estudios motfolégicos del NSO se han sealizado especialmente en
wedores. En b mia of NSO contiene alrededor de 800D neuronas de cada
lado, con un didmetro aprrximado de 3-12mm. Muestea una relativa ex-
pancién dendritica denteo del mismo niiclea; las neuronas de la porcidn
venimlateral o zona reino recipiente, son roucho més extensas que en b
porcion dorsomedial 1,

El N$Q dene fartna ovoide y eradicionalmente se ha dividido ea dos zonas;
y disde el punto de vista anatémico se puede considerar una regién ven-
trolateral (Gore} ¥ uns regidn dorsomedial {Shell), La regitn ventrolareral
descansa sobre el quizsma Sptico ¥ e retinu-recoptiva, «s decir, recbe |
informacion huninosa provenicnte de las cehilas oglionares Gpe W de
Lz retina 2 través del TRH. Er cambio b zona dorsal se ha asociado s
2 funciones intagrativag, entrc cllas la generaadn y pransiision del ricma
hasia el resto dei cerebro.

Por otra parte, el NSQ tasnbién se hia subdividido en regiones especificas
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de euerdu w s carclendsticis nentaguimiv

Pocderms decie que todas o

casi s b neuromas del NSQ contienen dcids g-aminobutirice (GABA)
L s e, cxisten reglones caricterizdas por produccisn de
un newropdptivy wspecifice, uo cjemplo ¢s T vasoprosing (WY, pue Fue ot
primer peptide atutémicapente descrite on NecGlas de la regicin durs-
enecial def MSE % tambicn s ban descrita neton s praduckaras ded pép-
tido wasouctive inestinul (YEP), segundo peptico identifcady en el NSO,

especiticamenite en by reglan ventrolateral * (Fig. ). Actualmente e sube
de otros grapus celulares que cxpresan olros paptidus, entre ellos encetali-

sop Y . - .
g, sustancia P M2 pur s ruzdn exisle controversia sobee Tas diver

Furtns en s que ¢ N3G debe sor dividido, sobretadn por b utilizacion
de nuevas técmics marfo-funciomales ¥ mokecilares, tal <5 osi que en ¢l
himster s¢ han idemifivadu hasta cinso diferentes dreas de acuerds ok
expresitn de neurnpéptides ¥ otras s por b caticle nzi¢ien de expresidn
citwica de genes peboj ¥, Sin embargo. b pritmeca descripcidn gue hewos
daados e aplicalile para todurs fns manaiberos incluyendo al ser hamang.

Organizacion funcional dei NSQ

Las neuroms del NSW matnticner una extenss vonexidn con oteas eurosas

fase eon ¢l arediv ambiente pero ao asi su titno, Conclupenda entonves
yue &l NSQ e respunsable de la generacion de los vivnos biclsgicos y
que a traves de la ioforniacion que entca por la retina se sincroniza el
cicly luz / oscuridad,

Nurmalmente las ritmo circadianys s encuentran sincronizados al <ic-
1o luz ¢ uscuridad, sin embarge en ausencia de esta sefial, se manifiestan
lus rhtnuos en Ferma endoyena, en Libre curso“fres run”, esto quicre decir
yue, sin estar sincronizada el reloj a ninguna sehal ambiental, es capaz
de generar ritmws con an periode aproximade de 24 horas.
Sincrenizucion se define como ol cambie o zjuste del perivdo ¥ fase del
ritmio del eeloj endogene o ciclo axterno d¢ luz / oscuridad. Bn 2ste con-
rexto I via de sincronizacion es fotica o visual, sin <mbargo, la funcicn
det reloj puede eecibir influencia de una serie de variables no [ticas,
qute pueden también afectar ef periodo ¥ la Fase del ritmo enddpeno. EY
sistema o las vins pur las cuales llega esta informacion externa at NSQ

sun covsideradas come vias de singranizacion.

Ei tracto reting hipotatamico (TRH)

£ TRH esti formads por ¢ conjunto de axones que proyectan desde la retina

del mismo nficico, de 12l manera que esie nlcleo es una red de
que coriprende unidades nenconales intercunectadas, Bsia 2d mzestra un
fitm circadiara en el Gk de disparo neatonal y del consame de ghicosa

cort su pien masine, Tawada tunbicn acrofass, durante Yu [ase de luz o dia |

subjetivo 7. La preganta os cotunes gl ritmao de actividad neuronst e el
NSK] s¢ genera coma noa consecncncia del aeoplamiento e rleuronas con
capaciduc) de oscibugiones individuals? o ges uns propiedad einergente de
b interaccion peuromal? Se ha podido demaostrar que las neuronas del NS0
disgregadus muestran un ritnye de actividad elécrica circadiana indepen-
diente y stlo cuandy logran tocarse son capuces de acoplar sus ritmos 2
De iguat farma se sabe que no wdas s nenroias del NSQ son capaces de
generar ascicionss en forma auto-sostenida, <5 decir, 00 todas son oscila-
dores, pero que partcipan <n <l sistema de acoplamiento can Las que si lo
&ou",ngQ). ’

Fig. 2. dodeie grie geraphificn la vy ded niatro shprizyterancitica. 11 aadin inm-
1 por sepanudy anigkmt un riido con perirle difironte pern cesqa o 2k 21 ovarde
ontram £ et 3¢ amtpian jfermon i sk e, y 31 fimatoeeie £l drupo eoraplew
TRUESEEA st (iEtHE foM periode fnml

La adaptacitn del reloj al medio externo

{Las vias de sincromizacifn)

La slguienle pregunta fue jpara qué s¢ pequicre que ¢l W5Q esté co-
municadu con kt reting? Para contestar esta pregunia se disefaron ex-
gerinenios con ertuclencion bilateral, asi coma el corte de los nervios

Spticos, ¥ se pudo obsecvar que es los animales pievden [a relacién de
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{r ganglh lipo W) hacia ¢l hipoltlamo antetior; este tacto es
indegendiente de Ta via viswal ya que exdsten. antecedenites en bos cusles se sec-
cicnd b via visnal por detrfs del quiasma Gpiico ¥ s¢ encens que bos animales
perdizn la eapacidad y reflejos visuales, perono de sincronizacion ", indicando
con esta que Ia via de sincronizacién es diferente a la via visural.

La vii de sincronizacién fotica &5 el TRH; en 1972 Moors y Lenm, de-
swsicazon que ef TRH proyecta al NSQ, principalmente 2 la divisién ven-
tralateral, por Lo que tambign se k ha llamade zoim cetinuo-recipients. Tam-
bié se pudo ubservar que <] TRH adicienalmente proysce al 4rea lareral
y anteior de! hipotilamo, a la zona relroquiasmatica ¢5 decir por detrds
del quiasmia Gptico y @ la region retroquizsmética inmnediztaments cawdal
al NSO 12,

Adicionalmente, bos fotoreceptores involucrades con la sincronizickdn pa-
cecen ser dilerentes o los Fatoreceptores clisicas 7, indicande con s5to que
&l componente reciniang del sistema circadiana ¢ distiito de la via visoaiy
espevializado para la funcisn de sincronizacién fotica ’

Hojuela intergeniculada (IGL)

EY TRH tambifn proyectz 0 forma importante 3 13 hojuela inlergenicu-
Tula {IGL) del tilamo ©. La FGL es una subdivisidn anardmica y funcional
distinta del complejo geniculado lateral; b IGL eecibe inervacidn en forma
bilateral e ks reting '® y estd constituida por upa pobhcién de céiulis pro-
ductoras de neuropéptido Y (NYP} ¥ GABA. 17, Bste grupe de cdlutas ne
proyacta a otras reas centrales, es decir no s encuentra invotucrado con
las mecanismos visuakes, sino quie propectan de regreso en forma direcraal
NSQ, u ta purcitn ventrolateral, superpuesto o las entradas de la retina, y a
pobluciones neuranales que contienen sncefalinag, que proyecran a la IGL
contra lateral &, Estas proyectiones hasia el MSQ forman el tracte genicylo-
hipotilimice (TGH}.

La [GL tecibe proyecciones @mbién del tailo cerebral principalmente de
micless nenronales productaras de adrenaling, serotonina y acetikolina y
de! drea retroquiasmébtica '8, 5e cres que las entradas que recibe da HGL det



tllis cerebral ¥ el Bipetilino conatituyen par ol N5 b vio de entradas
nu Fitiga, (Fig, 3).
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Las manecillas del reloj

(Las vias de salida)

Came lo mencionamos anferormente, unz de lae partes del sistema circa-
diaia son ks vias de salicta o efercaites, ya que es a travds de deas como se
mariifiesta el reloj, es decir se expresan los ritmos. Para ailo, s NSQ necesitz
de otms estructuras para poder transmitic su ritmicidad a todo el orga-
nisaio. Por 1 misma, las células del N5Q proyectan hacia diversas zonas
de hipalilama de donde s¢ inicia fa distoibucion de su sebal Por ejemply,
ef niiclen pacaventricakr hipotalimice (PVIN} controla T rikmicidad cir-
chitica de la actividad dei eje adrenocorticatrdpicn, asi come o ronteol dal
rigma de b hormona melatonin en la glindula pine 2 uavés de proyec-
ciones hucia el sistema nervioso autimomo %, Guo efemplo son lus salidas
a teavés del miicleo dorsomedial llipo_tal:lmico {DMH), el cual jpantiene ¢l
contral circadiana del ciclo sueito vigilia y de alimenracion, por su aecisn
en ef sistema orexiptnico <n of hipotdlame lateral %, Sin enbrurgo unas de
las eferencias de mayor densidad son la zora subparaventricular, asi mismo
el drea predprica ¥ ol ndicleo ventromediul (VM) en o hipotileno, Otras
eferencias del 1SQ hasia afiera 4l hipotilamo son hacia mickos come <
pataveniricular lalimico (PYVT) 2, asl come baciy of nickes del lacho de la
estria terminalis (BNST) ™ sitios neuronalas qua san datenminentes en el
control circadinno prnweipalmante del ciclo sueivo vigHia 14, Por otea pace
¢ T1a menctonade b 1mportancia del sisleru fervioso autbaome wmo
L3 vlas de salida Jel reloj haecia Los tejidos perifiricos, 7 wravés dul cual aste

Investigacidn Morfoldgica

sisbemey Bt e ascifemle acnpliochos 1 Gados ks argmes perifaricos 5.

‘Relojes en todos los orpanismos

{Oncilucdotes perilécivas, Wodos los drg

Tatlaas lans evidencius bt 2l nnomenito indican gque el NS es ol reloj princi-

Pl respansabsle de e el ritun citcadiano, $inembiego, recivitemnene

s¢ han encontenda weciisnos de osilicion sicitioes a bis del N8O en
ubrs drganos poatras o cerebrales, o que swgiere Buegistenin de ssteos
celerjers wanscilabores ciecadieeos oo <l i ifere B particubu se ba deacri-
to la expresion de vscilicims de perws eeluj, en of himide, et el enrazon y
enesiruciuzas del misweo sistenti nervivso que expresan tcilaciones cirea-

di /9,15,

i .50 Funcion pedria sec la

nas de estis peres en Fase ot ol N5SQ
e madilar funciones a nivel local, por ejenplo, los ritaws de sensibilidad
visual e oéluas de o refina foones y bastunes) goe parecen estar genera
dos por un rekoj inteinseco retiniano 2, Estus oscilwions paeden propiciar
b psrticipacion del resto del vrganismo en fa mandestaciin de les rivmos
cicadunes, e tal nuner que se han ddenificads drganos periférics que
preseqan oscilachunes asocidas o Rawchas vacialdes isiclogicas tales como
elritmo de consmime de ghicess (Fig. 1) :

Sistermna nervioso autonomico

PAHNCREAS TEJOG
@ -
1 Respucsizala

inzulina
Predusclonde
Tolkratveh 81
glueona glurasa frenshifidad
=13 insulina

i 2. Mvdvior eequormition el sisterna de crainseisith de pitiicidad el resto del argousis-
o, ex sicride se adseroa el N3G conm of shof prinedipal cher & proves dal sistema nocvin
auttleatern incrite see ismicicat e b ejidos preificicns {moddificac de Le Eler et ol
JlesE R

Conclusién: El sistema circadiano es un sistema
distribuido

Por lo antes plantendu, podemos mencionar que el sistena circudiang es
un sistama inulti-oscilatorio, para o cual el NSO s el marcapasos princi-

ral (reloj circadiano), ¢ iendo el tempn y dv In congru-
cncia tewiporal con of mediv extsone Je wna gran cantidad de oscitadsare s
pertlédivos o ¢ el sistema Dervioso, como en et resto del ormnizmo.
Este sisterma hace eeferencia imaginana 2 wna orquesta doade e} director

(NSQ} lleva y inarca of ritmo de i melodia, y los msicos {ossiludores
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perericos} se encventran acoplades al vunplis Warcada por el dicector, De
estu matiera, es posible explicar de forma simple come b desineranizacién
interna, Ls falts det director por enfermedad o mueree {lesidn del NS,
preduce vin ¢stado i)

tic en el cual cada uno de los osciladores perifsri-
s uscila con su propiu riuno.
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Capitulo 3

Hedonismo y
reforzadores primarios.

Carolina Escobar, Manue! Angefes-Castellanos,
Maria del Carmen wifiana, Robero salgado.
Kala Rodriguez Gomez

@ ADAPTACIONES EVILUTIVAS Y ADECUACIONES AL MEDIQ AMBIENTE

Las organismos, camo actualmente los conocemos, son e} resultado de un proce-
o5 de miles de aies de evolucitn, durante ¢l cual el medio externo ha retado su

capacided de supervivencia. Los ancestros

de les especies actuales tuvieron que

desarroliar modificaciones en su genotipo y en su Fenotipo que permuitieron adap-
waciones & 1os ciclos geofisicos en la temperatwra, la presicn atmosférica, la hume-
dad y demds retas impuestos por & entorno. Muches de estos eventos 5¢ generan
en nuestro planeta en forma constante o ciclica y por lo tanto son predecibles a
Jo largo de dias, meses, afios ¥ épocas, Lo cual permitié que con hase en repeticiones
por generaciones se desarroliaran, probaran y permanecieran aquellos mecanis-
mos que favorecigron la supervivencia en el medio, asi como los mecanismes que
permitieran anticipar log ciclos dei ambiente.

Lo cambias stibitos e Impredecibles del entomno amtbiental también son retos
para la supervivencia, Estos cambins han requerido de mecanismos €00 capacida-
des de adecupcién rapidas y muchas veces rransitorias. Para ello los orgznismos

han requerido de sistemas de reconaci

miento para dichos cambias, asi come sis-

termas de respuesta y e retroalimentacion para evaluar, i la respuesta o earnbios
emitldas son satisfactorios y exitosos o son ineficientes y perjudiciales Al realizarse
astas adecuaciones, Ios procesos de retroalimentacion permiten verificar y apren-
der nuevas estrategias ¢ incorporarlas 2 fos patrones fisiologicos, anatémicos y de
conducta, o bien, eliminarles cuando no resultan exitosas La combinacion del poten-
cizl de adaptacitn, asociado 2 1a capacidad de adecuacitn a eventos novedosos
aunada 1 las adaptaciones evolutivas da como resultade el éxito en la superviven-

da [figura 3-1).

En este capitulo analizaremos los procesos de adecuacidn ¥ de respuesta pri-
raasia y los mecanismos de serroalimentacion por reforzaderes primarios que los
modulan; también pretendemos presentar ¢l modelo de un circuito neuronal que
pudiera subyacer a estas respuestas y a los efectos de los reforzadores primacics

scbre 1a conducta,




Agura 3-1.

En t=tg escena se observa un hombre de la prehistoria que tuvo que desartoliar evtrate-
pias para sohrevivir en un ambiente hostil pero predecible. Para sobrellevar latgos perio-
dos de ayuno se desarrollaton esteategias metabdlicas gue permitieron aprovechar al
mizimo pocss canddades de comida y a lograt, a partir de esos escass y esporadicos
hocades, crecer y acurnular energia pard mamentos de escasez. Estas adecuaciones meta-
belicss a la larg y después de muchas generaciones se incluyeron como cambios en e
genomna y ke confiriercn a la especic frumana Ja capacidad de acumular grandes cantida-
des da encrgis para sobrevivir los hambrunas. Les teorfzs modemas le laman“el gen aho-
mador®. Actualmente se le atribuye a este gen shorrador Ja facilidad con la que & ser
humano moderno logra subir de peso.

@Pdioriat B Manue! Medsma Fotocaplor sin autoeackan: a3 Un oW
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M EL CONCEPTO DE HOMEQSTASIS ¥ EL SURGIMIENTO DE MOTIVACIONES PRIMARIAS

Las prioneras células en ls Tiera surgieron de un ambiente acucso ¥ salino, similar
al mar Estas caracteristicas que promovieron fz aparicion de la vida resultsron esen-
ciales para la supervivendia celular, razon por Ja cual €l medio acuaso es primordial
atin en organismos plucicelulares, incluyemdo el ser humano. Claude Bernard, en su
libro Introduccion al estudio de da medicina experimental, Fue el primerc en sefialarla
axistencia de un fluido interno, que rodieaba alas células y al cual flamé medio inter-
a0, Seiiald Is relevancis de este medio como la base de Lz vida normal y patolégica,
e indico Ja necesided de estudiar Ja fisiologia del medio interno y su interaccion con
A medio externa, entendido este aitimo como ¢l meadio exterior de una clulande
un organismo. Para garantizar Ia vida, el medio intermo, requiere cumpiir con pro-
piedades particulares ¢ especificas que deben mantenerse relativamenite constantes,
cales como una wmperatura cercana a los 36-37°C, un grado de alcalinidad cercano
apH de 7.2, asicomo una concentracion definida de oxigens, de ghucose, de protei-
nas, iones, etc. Claude Bernard también sefald la ecesidad de que este medio
interno mantuviera refaciones y un equilibrio con los cambios que se presentan
regularmente en el rmedio externo. Por otra parte, 3 principios del siglo x0x, Walter
Cannon introduio el térming homexstasis para referirse a los procesos que permi-
ten 3 una céfula © 2 un crganismo, mantener constantes las caracteristicas de su
medio intemo, Los mezanismas que regulan a estos procesos han sido motive del
ostudie de los fisisloges, quiencs hasta 1z fecha tratan de comprender lus enigmas
de los cusles depende fa vida. Muches de estos procesas han mastrado imveluerar
sisternas complejos y redundantes, que involucran diversas érganos, hormonasy sis-
termas peuronales, lo cual hace atn mas dificil su comprensién. Un medela genera!
Jde como debiera estar constituido ua sistema homeostitica se puede ver 20 la

figura 3-2, En dichs figura se muestra que para mantenes constante ¥ regulada

una vasiable (p. ¢ la glucosa), se requiere de un controlador, el cual cuenta con
ja informacion del valor de regularién optimo para una variable fisiologica, tam-
biér, lamado pumta de sjuste (del inglés ser poind), el cual debe mantenerse dentro
de un rango muy estrecha Fl controlador cuenta con sensores especizlizados que
l¢ informan del valor de la yariable dentro del organisma, compara constantemen-
< los niveles de la variable con el valor de regulacion Spamoy cuando se detectz
una desviacién o error, manda sefiales g sisternas efecrores para camegir la desvia-
cion detectada, Los efectares pueden ser de diversos tipos: principalmente de tipo
neurona) y canstituyen sistemas rapidos de respuests; de fipo endacrino, hormo nal,
qile constituyen sistemas mas lentos pero duraderos; y de tipo conductual que per-
miten intervenir ¥ modificar el entorno, coando las dos estrategias previas no
pudieron corregir ¢l desvio.

Cada variable que requiere mantenarse canstante cuenta con un sistema de
control, como el descrito antericrmente, por lo que en los organismos multicelu-
lates existen un sinnimerg de estas controladores par la mayoria de os varigbles
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Figura 3-2.

Modele de retroalimentacion negativa para mantener la homeostasis en organismos com-
plejos. En la parte de arriba se muestran los elementos del modeto reérico, En la parte de
abajo se muesta un ejemplo de como pedria entenderse este modslo para el munteni-
rmiento fisivlogico de [a homeostasis de la glucosa,

fisiologicas reguladas. En los mamiferos s¢ ha identificado al hipotilamo, localiza-
do en 1a base del cerebro, como un conjunto de células que fungen come contro-
laderes. En &l hipotélamo se localizan células especializadas para monitorear
niveles de hormonas, la temperatura corporal, la glucosa, ete. Ademds al hipoti-
lamo Hegan sefales provenientes de la periferia indicando el estado funcional de
las visceras, 25 como niveles o concentraciones de oxigeno, de energia, acidez, sali-
nidad, etc. Por ello padriamas considerar al hipotilamo como un gran controlador
e integrador de 13 homeostasis interna. Asi mismo se sabe que el hipotilamo man-
da provecciones a diversos sisternas del cuerpo para modificar funciones visce:
rales, endocrinas v de conducta. Las vias més importantes por las que transmite
su seiial 2] organisine son el sistema nervioso atONOmMC, ls glindula hipofisis y
los ganglios hasales (figura 3-3). Gracias al sistema nervioso auténomo logra una

s o,

[
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respuesta ripida mediada por cadenas de fibras nerviosas hacia las visceras; por
medio de 1a hipofisis logra respuestas hormonales, que son més lentas pero pro-
tongadas, Cuando estas dos estrategias no logran restituir la homeostasis, enton-
ces requiers elaborar estrategias de conducta para que €l individua corrifa la
situacion en su entorno. Para esta dltima opeifn, se requiere gencrar una fuerza
internz que lleve al individuo 2 moverse y llevar a cabo acciones {ver siemplo
inferior en le figura 3-2). A esta fuerze se le llama motivacidn y por tratarse de
una accidn que corregird un desequilibrio homeostitico, se le llama maotivacién
primaria. Para elaborar ests estrategia conductual participan los panglios basales
y otras estructuras cerebrales que se discutiran mds adelante.

B LOS5 REFORZADORES PRIMARIOS

La pérdida de |2 homeostasis resulta amenazante paca la vida, razén por la cual cuan-
di esto sucede en ef organismo se desencedena un estade de malestar general, dolor,
ieritabilidad o ansiedad. La sensacion desagradable resultante mativa entonces al
individuo a busear un rermedlo. Come se menciond previamente, el individuo emite
1n4 respuesta que ocasiona un cambio en su condicién y Tesulta primordial que sepa
evaluar las consecuenciss de su accion, Cuando la respuesta fue adecuada, se provo-
ca la presencia de una situecién favorable que lleva aun estado de bienestar. Por su
resultado positivo, esta respuesta se repetird en &l futura cuando vuelva a presentar-

se el desequilibrio. Por el contrario, cuando se realiza una accidn poco exitesa, el

malestar continie ¥ en ocasiones se increments, lo cuel lleva 2 reconocer acciones
poco eficaces y a evitarlas en el Futuco. En este caso el individue prusba emitir con-
ductos variadas hasta lograr que se presenten los estimulos o eventos que prapicien
mejarar su estado general. La experiencia dada por fz evaluacién de las consecuen-
cias le confiere al individuo unn experiencia de aprendizaje que maldea Ia conducta
¥ aumenta su acervo de respuestas para resolver necesidades homeostaticas. Por lo
anterior, oo elemento esenciat para un modelo de homeostasis es el sisterna que
evalna los resultados de la conducta y les asigna un valor heddnico o aversivo a las
consecuencias. Bsto se sxpone con mayor detalle a continuacion.

Smitir una conductz es parte de la naturileza biolégica de las organismos ¥
es indispensable para interactuar con el medio externo y sobrevivir. Los efectos
o consecuencias de fa conducta, permiten que ¢! individuo reconozca el benefi-
cio o perjuicio de su accion y por su efecto heddnico, propiciarin que el individuo
repita 0 no la condueta. Cuando el resultada es positivo o satisfactorio, 12 accion
realizada permite la aparicién de un estimulo o evento que permite resolver la
pulsién, a esta consecuancia benéfica se le lama reforzador Por sus efectos benéh-
cos el individuo tenders 2 aumenear ia frecuencia con que repita dicha conducta.
Sin embargo, cuando ¢ resultado es negative o perjudicial, el individuo tratard de
na volver a repetir dicha conducta, a este estimulo se le llama castigo.
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Las consecuencias de nuestros actos s= aprenden y van modulando el reper-
torio de conductas en cada individuo, A esta relacién se le denomina aprendizaje
de msociacion, ya que se asocia con fa conducts previa con sus resultados.
Alpunas de estas relaciones se adquieren desde edades tempranas o inclusive se
considerar. que son innatas, ya que son tan esenciales para 1a vida que se presen-
tan desde los primeros momentos de la vida. Un giemplo es [a sensacidn de pla-
cer que otorga un vaso de agua cuando estamos acaloradas o deshidratados Esta
consecuencia dehio temier un origen muy temprano en la vida del individuo, ya
que satisface una necesidad tan esencial que no hemos tenido que aprender, la
satisfaccion de la frescura del liquide en la boca, se experimentd desde el inicia
de nuestra vida y 5 una sensacion compartida por todos ios individuos. De igual
manera podemos referirnos a la ingestion de alimento después de un zyuno, la
obtencién de calor cuando tenemas frio, etc. Estas acciones resuelven necesida-
des o motivaciones primarias y esenciales para la vida, por tal motivo no se
aprenden, sinc que forman parte de! repertario hésico de cada individuo. A la
consecuerncia positiva que se presenta posterior auna conducta emitida y que ne
necesita aprandizaje se le define coma reforzador primario, su efecto positive
sabre el organismo es innato y satisface una necesidad vital paca la vida (cuadro 3-
1). For la anterior, @ los reforzadores primarios s2 fes denomina también reforza-
dures innatos o reforzadores incondiclonades (Rgura 3-3). El efecto para
promover que la conducta se repita con mayor frecuencia depende de algunc de
csvos dos procesos 1) que al emititse l» canductasea seguida de la aparicién de un
estade satisfactorio, Jo cusl se refiere a un reforzador primario positivo; 2) que al
presentarse s conducta se retire del entorne un evento o sensacion negativa, resul-
rando entonces en bienestar. A este se e llama reforzador primario negativo,

Estos reforzadores primarios son intrinsecos en cada especie, de tal manera
que pera los mamiferos la primera experiencia puede estar ligada 1 la succién de
Jeche durante =] amamantamiento, y al lamido de le hembra para limpiar la cria,
Tmientres que en up ave puede estar ligado al alimento que regurgita la hembra
proveniente de su buche y al calor de las plumas maternzs en &l nide. A fo largo

Cuadro 3-1. Ejemplos de reforzadores primarios asociados 2 la satisfaccion de metiva-
riones primarias.

Motivacion Refortador primarlo
Hambre ingestitn de alimenio
FEic Calengamienio del cusioo
Sed Ingestion de Hauidas
Oglor Analgesia

Cansanclo Oescanso

Sueno Darmig

Miedo Protecciin, seguridat

Hedonlsmo ¥ Teforzadoses primaslos 43

Estraleglas

conductuales
(Gangkios basales
\\ N, HIPOTALAMO
Hpdiisls
Estralegias
hormonales

Tallo cerebral v
1 Estralegias Mbdula espinal

viscerales

Figura 3-3.

Representacian anatémica del hipatilame v sus tres proyecciones mds importantes para
mantener s homeostasis, Una proyeccien hacia \a médula espinal ¥ talla cercbral pare regu-
lor el funcionamientm de tas visceras, una proyecdion a 1a glandulz hipéfisis para dar sefiales
#hdacrinas ¥ una teccera proyeceion a ganglics basales para planear y realizar conductas.

de la vida se asocian los reforzadores primarios con olros eventos que suceden
simultineamente, qUE DOr UL Proceso gradual llegan a sustituir al reforzador pri-
mario. En ul momento dado, estos otros gventas que fueron asociados al refor-
zadar primario, 50n capaces por sl mismas de producir el efecto del reforzador
primario por lo que se les lama reforzadores condicionados.

2 FL HIPOTALAMO COMO GENERADOR DE MOTIVACIONES PRIMARIAS

El hipotilame mide aproximadamente 1 cm?® y a pesar de su pequefio volumen,
contiene grupos neurcnales especializados, conocidos come nucleos; los cuales
realizan la funcion de monitorear y controlar las variables fisiologicas indispensables
para mantener la homeostasis v, par lo tanto, 12 vida.

Los nicleos del hipotalama reciben su nrombre de acuerdo a su ubicacidn
{anterior, medial posterior; dorsal, ventral) o hien por su forma. La forma en que
estas nucleos se organizan & interactian con ¢l cuerpo es todavia un enigma, aun-
que se han logrado amplias progreses hacia su entendimiento.
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Sesabe que en &l hipotilame anterior se localizan células sensibles a cambigg
osmdticos ¥ por lo tanto, participan en la generacion de la sed. En los nicleos pre-
ptice medial, supradptico y paraventricular ss localizan neuronas especializadas
en detectar niveles hormonates y producen factores liberadores para estimular a
la gléndula hipéfisis. En otros nuctens como el vantromedial ¥ el predptico
medial s2 han identificado receptores a hormenas sexuales y se ha determinado
que participan en la generacién del impulso sexual.

En el hipotilamo medial se focalizan niclecs especializados en la deteccion
de metabolitns encrgéricos y hormonas involucradas en el balance energético, ¥
por lo tanto, participan esencialmente en la generacién del hambre y la saciedad
{figura 3-4)_ Este sisterna ha mastrado ser muy com plejo e involucra al nicles
argueado, vl aicleo paraventricular, el nicleos dorsomedial, el nicleo ventrome:
dial y al hipotdlamo lateral, En estas estructuras se han identificado cehulas espe-
cializadas en lu deteccion de glicosa, asi come grupos celulares que al activasse
producen un efecto orexigénico, esto es, estimulante del hambre o anorexigénico,
esto es, inhibidores del hambre y estimulantes de la saciedad Lz relevancia de astos
nieleos, cspecializados para generar estados de motivacion, se hizo evidente cuando
s¢ observé que lesiones del nacleo ventromedisl producian animales voraces y
hambrientos € incapaces de saciarse Fn contraste las lesiones bilaterales del hipo-
talzmo Jateral producian animales indiferentes al alimento y llegaban a morir par
inanicion af feltar la fuerza motivaciona! para comes.

Batagn ¢ HE S iuin 1944

Figura 34,

Se pueden observar dos pichones expuestos 2 condiciones de condiclonemiento en donde
aprenden 2 picotear sobre un sitio especifico, aqui denaminado “teclz de picotec”. El
pichan dels izquierda debe desplazarse enk jaula para activer un interruptor. Ambas con-
ductas flevan 2 la chtencion de atimento. Esta consscuencic satisface uns motivacién basi-
ca que es el hambre, ¥ por lo tanta, tiene un efecto de refarzador primaria.
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También en el hipotdlamo se encuentra un pequeiio picleo ]Jan:xado supra-
quigsmitico, que contiene células generadoras de oscilaciones con periodos cerca-
ot a las 24 horas. Este nucleo se conoce como el reloj maestro del cerebro, ya que
1es oscilaciones que genera se transmiten al resto del organismo y_pruducen la
expresion de los ritmos circadianas. Se llaman asi estas ?scnlacxonesl internas pos-
que coinciden con les ciclos diarios dela altemanfja dia-noche: circas= cereang,
igual, diems= dia. A partir de estas oscilaciones enddgenas somos capaces de esti-
rmar el iempo y, por lo tanto, de anticipar aquellos eventos del ambiente que son
predecibles. Este reloj interno propicia que algunas funciones se expresen con
mayor intensidad o concentracién a ciertas horas en que el entorne results mis
demandante y que se cxpresen menos a otras horas en que el entorno no requie-
re de ellas. De tal suerte, se observan oscilaciones diarias en casi cualquier varizs
ble fisiolagica que se mida a lo largo de un dia y la coincidencia entre el pico
miximo de expresicn de cada variable con mementos especificos del dia permi-
ten la mejor adapracién de! individuo (figora 3-5). o

Por la capacided de imponer ritmos diarios 2 las funciones del cuerpo, el
ntcleo supraquiasmitico juega un papel primordial para la generacion de motiva-
ciones primarias, ya:que al producir fluctuaciones en la fisiclogia general produce

Fgura 3-5. 3 )

Nucleos del hipotilamo medial involucrados en la ingestion de alxmen.f:o v el batance
energético: HL: Hipotdlamo taceral; NVM: Micleo ventromedial, ARQ: Nuclelo srqu‘eat‘io;
NDM; Nicleo dorsamedial. Owas estructuras de referencia son mt: Haz mamilo-talamico
¥ T: Talameo.
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cambios en <l estado interno del organismo. Ei ciclo mds evidente que promueve
el nucleo supraquiasmatico, es 1a alternancia del cielo suehio vigilia, &l cusl pro-
mueve que los individues estén despiertes y activos durante ef dia y dormidos e
inactivos durante la noche. [gualmente, hay momentos a lo arge del dia en quely
temperatura corporal es mds afta (inicio de la tarde) y momentos en que la tem-
peratura alcanza su nivel mas bajo {la madnugada), las hormonas alcanzan valores
altos en clertas horas y valores bajos en otras. También se sabe que en ef ser huma-
1o ¢l momento de maxima acrividad cardiaca y pulmonar es por la tarde, y la acti-
vidad digestiva o5 mejor porla mafiana. De esto, resulten mamentos dptimos para -
las actividades fisicas, para el aprendizaje, la reproduccion, la alimentacion, etc,

que se acarnpadian de un estado de alertamiento especifico dirigido a sanisfacer

moetivaciones primarias que surgen en consecuencia. Por el contrario, cuando <

individue estd dormido, estas motivaciones son minimas y el organismo utiliza

este intervalo para Ja recuperacidn y descanso. E

8 UN CIRCUITO NEURONAL PARA 1L0OS REFOIRZADORES PRIMARIOS

Aunque es bien aceptada la partictpacion del hipotilame, coma generador de
motivaciones, a partir de su capacidad para detectar diversas sefiales def cuerpo
y de producir ritmes circadianos, es también evidente que sin la participacion de

otros sistemnas, el hipotilamo no podria resolver un desequilibric. Como ya se
menciono, es necesario que a través de sus proyecciones se apoye de los eircoi-
tos reguladores de las visceras, las honmonas, y la conducta. Parz ello, el hipot-
lamo le comunica 1as necesidades especificas a otras partes del sistemna nerviosa
y estas sefizles sean transformadas en patrones de movimientos. Esto requicre de
la participacicn de diversos circuitos neuronales que tienen la capacidad de ela-

borar patrones de movimiento, adecuados a las condiciones del momento. Para

cllo los individuos cuentan con un acervo de conductas innatas que les permiten

emnitir respuestas ante ciertos estados motivacionales. Ademés =stos patrones se
moidean de acuerdo con las experiencias basadas en las consecuencias previa-
mente aprendidas, las cuales juegan un papel relevente en modificar o priorizar
patrones conductuales que pudieran ser exitosos. Para la generacidn de motivacio-
nes ¥ conducras dirigidas a resolverlas se ha propussto un circuito que involucra la
interaccion det hipotilamo con la corteza cerebral v los ganglios basates. Por
otra lade, también se requiere un sistema que evalie las consecuencias v geuere
los estades de satisfaccidn o desagrade, este sisterna se conore como sistemna lim-
bico. En afios recientss se ha obtenido evidencia de que este circuito tambisn Ha-
mado corticolimbica, por su interaceidn con la corteza cerebsal, juega un papel
mmuy importante para elaborar y mangener la ejecucin de una conducta duran-
te todd el tiempo necesario pata satisfacer una pulsién. Este circuito participa en
le produccién de las sensaciones heddnicas, de satisfaccion o de bienestar que

AN It B Mirannd Wit e Wonmecplar an p oo ma e ikl
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“ycompaiian el reforzamiento cuando la ejecucion ha side exitosa. Razdn porla
cual este circujto se considera el sustrato anatémico y funcianal del reforss.

' miento primario,

En 1954, Olds y Milner descubrieron que la estimulacitn cléctrica de Z0nds

- del tallo cerebral y del diencéfalo tenia el efecto de reforzador en procesas de
* aprendizaje. La estimulacién eléctrica de estas zonas, producia una slta motive.

cién para repetir la conducta que precediz a la estimulacitn. En particuler, ratag

*} entrenadas para optimir una palanca para obtener alimento, aumentaban su fre.

- guencia de presionarls cusndo Ja consecuencia era estimulacion eléctrca an esta
;" zona. Estudios pusteriores demostraron, que estos efectos positivos se abtenian
- siempre que el electrodo estuviera localizade en el trayecto del haz mesolimbico,
- Bste haz se origina en grupos newzronales, localizados en el tallo cerebral y proyee-
. tan sus axones a través de hipotdlamo lateral hacia el sisterna {imbico, la corteza

" cerebral y los ganglios basales. Expetiencias-postariores con animales de experi.

mentacion, asi como con pacientes quienes recibian estimulacién intracraneal,
confirmaron que [s estimulacidn de este haz mesolimbico, producis sensaciones
reforzantes y recompensantes en animales y placenteras en los pacientes.

El neurctransmisor que se libera por las fibras awénicas de este haz es la dopa-

' mina. Estudios con técnicas de inyeccion demostreron que la administracion

intracranea] de dopamina en zonas de lz corteza cerebral, en el sistema limbico Y
en el nicteo sccumbens tenia el mismo efecto reforzante y placentero que 2 esti-

" mulacién de las fibras, Se obtuvo una evidencia mas con téenicas de microdiali-

sis, con la cual se determing que en condiciones de refarzamientn aumenta lu
secrecion de dopamina en &l nucles accumbens (Srea ventral de Jos ganglios basa-
les), misntras que su deplecien disminuye la efectividad de un reforzador ¥ baja la
intensidad de conductas motivadas. Con todas estas evidentias se considera que el
sisterna mesolimbico y la dopaming son sustratas para ¢l reforzamiento primario.

Debido a que las fibras de proyeccion dopaminérgicas del haz mesalimbico
pasan per el hipotélamo Jaterel, las lesiones en esta regién interrumpen las fibras
y tienen como consecuenciz una pérdida de la actividad genernlizada que se
caracteriza por une falta de motivacion para realizar tareas de ingestion, sexuales,
de exploracién, etc.

Se sabe que algunas sustancias quimicas simulan f efecto de la dopamina.
Esto es, algunas drogas simulan quimicamente la estructura de 12 dopemina y
gjercen efectos estimulantes sobre las zonas del cerebro que normalmente reci-
ben fibras dopaminérgicas. Otras drogas evitan la remocion o recaptura de la
dopzmina a nivel del espacio sinaptico y tienen como consecuencia un efecto pro-
lengado de los efectos de este nauretrensmisor. Pricticamente todas las drogas de
abuse premueven alguno de estos mecanismos, los cuzles impulsan un aumento
en In eflciencia def sistema dopaminédrgica, Es por ello que ia ingestion o admi-
aistracian de estas sustancias producen en forma artificial sensaciones similares a
las que produce 1a dopamina, Algunas de las sustancias, que se sabe simulan los
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1

El micleo accumbens se subdivide en dos regiones que tenen funeiones dis-
" intas asociadas al placer. La regidn del centro conocida también como vore parti-
cipa de conductas apetitivas, mientras Ja regidn de la corteza cenocxda también
come shell participa del reforzamiento.
. Con relacién al accumbens core, evidencias experimentales muestran que,
La potencia de 1z dopamina como neurotransmisor reforzader se consldera un " cuando un individuo ba tenido la experiencia regular de obtener un reforzador
fuerte factor para la produccidn de adiccienes; va que las sensaciones de reforza- 71 primario e2n una misma circunstancia, se aprende la relacidn entre la-sensacién
miento y placer que normalmente se logran con reforzadores primarios pueden | pfacentera y el lugar o situacian, 5 tal pudte, que ja pura exposicion a la circuns-
producicse con lz ingestién de droges. Obviamente ante una experiencia de bie-*" L. rancia produce Iz liberacién de dupamina en [z regién corz del accumbens, antes
nestar de este tipo, los ndividuos rienden a repetir esta experiencia v recurren de que ¢l reforzader primario se presente proporcionando sensaciones placente
nuevamente a la droga. ras. Esta activacion anticipatoria por dopamina del accumbens core, produce pla-
El haz mesolimbico proyecta a un subnucleo ventraf de los ganglios basales SF" cer ante la perspectiva de un reforzador primarid ¥ estimula la produccion de

efectos de la dopamina son las anfetaminas, {a cocaina v la marihuana, Tambign
se ha demostrado gue el chocolate y nlimentos azucarados producen la liberacisn -
de dopamina. Por este efecto es que se cree que en particular estos alimentos cau-
san adiccian o son ingeridos preferentemente por muchas personas cuando bus- ™
can un estade de placer.

conotide <omo nicleo accumbens. De este nucleo se distribuye la sefiaf a la cor- ©°  sensaciones heddnicas, lo que promueve atn mis la presencia de una conducta
teza cerebral y al sistema limbice. Simultineamente estas fibres prayectan al "% motivada. Se ha propuesto que este estado anticipatorio de satisfaccidn pudiera
nucles paraventricular del tilamo y fos distribuye al sistema limbice y de regreso | tener como finalidad mantener la expresidn de la conducta cuando el reforzador
al accumbens [figura 3-6). De tal manera se forma un circuito en donde el nvicleo 1 - tarda en aparecer.

accumbens s una interfzse que une al hipotilama con esoructuras corticolimbi- Al igual que los drogas que simulan 1z presencia de reforzadores primarios al
cas y los ganglios basales para mativar la expresién de conductas, asi coma parala * [ estimular al sistema dopaminérgico, la activacidn anticipateria del accumbens
produccion de sensacionss heddnicas. " core parece tener un mismo efecto adictive, Los individuas sienten placer ante

una situacién aprendida, antes de que se presente el reforzador y se establece una |
relacion de placer ante 1a expectative de un evento. Un ejemplo de este tipo de
wf  adiccionss se observa en los jugadores compulsivos. La situacién del jusgo, repre:
P searada por el casing, las maquinitas, los compafieros de juego, etc., provocan la
B activacion del micleo accumnbens por {a dopamina y el individuo se siente euféri-
¢o y bajo un estado de excitacién placentera, Este estade lo Heva 2 seguir jugan-
do por intervalos prolongados, aan sin ganar, ante la expectativa del reforzader
De forma similer a este clreuito se le ha asociado con otras condurtas compulsi-
vas como comer. Evidencias recientes sugieren que a través de la activacion de la
region accumbens core se puede promover el desea de comer ain en situaciones

3 Ln mas

en que el hipotilamo sefiala un estado energético homeostitico balanceado.
Tal s el caso de la ingestion de alimentos apetitosos o atractivos en ausencia
/A de una sensacién de hambre, o la ingestidn de liguidos en ausencia de sed. Esta lo
k= _ " observamos cotidisnamente en el ser humana, quien ingiere alimentos en situa-
el | e I — R s :} § ciones saciales en gue se ofrecen bebides y alimentos coma parte del protocolo

Glucosa Hormana Melatonina Ciclo ~F 1 deinteraccion.
lutelnizante suefic-vigilla En la otra regién del nicleo accunbens conocida como corteza o shell en
F £ inglés, a diferencia de |2 regitn del cuerpo, se lleva a cabo Ja secrecion de dopami-
Figura 3-6. g na después de que los individuos realizan tna accién, De tal manera que poste-
Esquema que muestsa al ndcleo supraquiasmitico coma un refof interno, que marca liempos 3 & fior 3 una conducta exitosa, hay otra Liberacién de dopamina hacia esta regidn
para las cocilaciones harmmonales ¥ de condlucta, Bn este esquema se muesira el momanto de shell, lo que produce la sensacion placenters directamente consecuencia del refor-
méxima y minima expresion de algunas varisbles endocrinas, asi como los momentes deacti- F § zamiento, Es en reelidad esta dltima funcitn de dopamina la que verdaderamen-
vidad y suefio. Las barras blancas y negras sepresentan el dia y la noche, respectivamente. te se relaciona con ¢l efecto del reforzador primerio. Cuando’esta segunda
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Medelo de circuito neuronal involucrado en el reforzamiento rimario. En este cirouito se
incluye al sisterna mesolimbico, al hipotalamo lateral, el nuclso paraventricular talamice
{PVT} y el nucten accumbens. Estas estructuras a su vez distribuyen informacién de refor-
zamitnto o sensaciones placenteras al sistema limbica y la corteza cerebral. ;

secrecion dopaminérgica se bloques, la presentacion del reforzador primaric no
tiene efecto alguno y no se Heva a cabo el aprendizaje. Se ha postulado que a lo.
largo de 1a vida diversos estimules que se presentan simultaneamente con Jz libe-
racidn de dopamina que resultz del reforzador primario, se van asociando a este
estado de placer v se convierten en reforzadores condicionados o secundarics.
De esta asociacién resulta entonces que una gran variedad de eventas, estimulos ¥
circunstancias producen la activacidn de este sistema funcional dopaminérgice

y producen cstados placenteros liegands a sustituir al reforzador primario, Un #}

ejernplo clarp de estss asociaciones es-el dinerc, que representa la posibilidad de -
acceder alos reforzadores primarios. Algunas terapias conductuales ofrecen pun-
tos a Jos participantes, los cuales se acumulan y permiten a largo pleze una recom- 8
pensa. Estos puntos por si mismos no producen referzamicato, 2 menos que se
asocien con la obtencion de otros objetos satisfactares o privilegios. Los métodos
womercizles se basan mucho en este tipo de estrategias para hacer atractivos sus
productos, En muchos comerciales televisivos se cbserva la asocizcian de un pro-

il
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o CONCLUSIONES . -

El'mantenimiente de la homeostasis int@mia es un proceso primocdial para la
supervivencia. Pera ello Jos organismos cuentan con mecanismos muy prediscs
© pars manitorear y mantener estables los valores de regulacién de un sinndmero
de variables Fisioldgicas. En los memiferos, el hipatélamo es la estructura cerabral
involucrada en este proceso. Ante un desequilibrio, el hipotalamo cuenta con tres
estrategias bisicas para restablecer los valores de regulacian: el sistems nervioso
autonomo, el sistema endocrine ¥ la emisién conductual. Cuando se emite una
conducta, las consecuencias se evalian. Aquellos estimulos o eventos que logran
restablecer el estado homeostatico, producen un estado de bienestary se conocen
. como refarzadores primarios. Ante un reforzador primerio se activan mecanismos
- para seiialar al organismo reforzamiente o placer. Estos mecanismos involucran al
" haz mesclimbica que secreta dopamina al hipotdlamo lateral, las zonas de fa cor-
teza cerebral, del sistema limbico y principalmente &l nuclec accumbens. El
aicles accumbens sctaa como interfase entre €l hipotélamo v el resto del cere-
bro y sefiala reforzamiento adin en anticipacian a la presencia del reforzador pri-
mario, lo cual estimula atin mds 2 realizar conductas aprendidas,
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Abstract

The estimation of meal time provides animals with
capacities o orgamize Wwir activifies, ond to be
efficient in digestive and in the Nmited foraging
opportunities to obtain food.

Food ingestion exerts a strong influence on cell
mefobolism and thus meal time has shown to give
powerfil time signals ta diverse organs and aveqs in
the braim, setting lhe phase ond pericd on darly
femporal patterns in cellular activity and efock gene
products expression,
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The possible existence of a faod emirained osciflator has driven many
groups lo search a coordinaling structure that may play the role os a
pacemcker for other food emtraired strutures. However using diverse
strategies ta uncover this siructure, it has become evidens that food
entrainment relies on multiple brain and viscera! structures and that this
process may rely on the interaction of a mudtipte systems.

The jact that food entrainment has beer observed in insects, mottusls,
fish and many mammalian species confirms that meal time is a strong timing
signal and that the underlying anatomical and physiological substrate will
wot be identified in a single structure, but rather should be understood as a
preserved oseiliaeing praperty of wmainly afl functional systems promoting
Jood intake.

Introduction

In the present chapter we will discuss the refevance of feeding time as a
synchronizing signal for the circadian system. We will briefly describe the
main experimental approaches that lead to the proposal of a foed ~ entrained
oscillator independent of the suprachissmatic nucleus {SCN}, a light driven
clock. We will also present the experimental evidence that has lead to the
concept of & multioscillawry foed — entrained systern and the possible neurona
circuits involved, as well us peripheral organs that may contribute 10 this time
keeping mechanism,

The relevance of estimating time for feeding

In nature all animals spend daily several hours to {ind food. Depending on
the individual's metabolism, and the conditions in the environment, foraging
can require a high proportion of daily activily. Access to food sources varias
along the day because some preys exhibit daily activity eycles or because the
consumer nesds to avaid to be preyed. Organisms have developed the capacity
for estimation of time, in order to be efficient in finding food.

[ndividirals who are abte te predict the optimal time for foraging or for
finding a food sowcce, will certainly be maore successtul in arriving at the right
spot at the right moment to ingest the maximum from the food source. The
efficiency 1o estiimale time also provides the animals with the advantage of
adjusting their activities {n crder to avoid predators, for build 2 nest or for
having social interactions, ete. In many cases the estimation of the meal time
not onty allows anticipating the coming feeding opportunity, with foraging and
approaching the right location but also starts physiological functions for a
better food digestion.

There are many examples that illustrate the capacily of animals for timing
of food. One of the first formal descriptions of this capacity was published by
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Figure [. Graphiea! represcntation of the proporiion of bees present ot a sugar source

that was avaitable for 2 hours per daily {grey). The majority of bess was present arpund
the Time of sugar access (Modified from Moore-Ede 1982},

Beling in 1929 (refered in Moore Ede (1). This story refers 10 her former
professor August Forel (1848-193 1} who during his vacations in the mountains
observed the timing capacities of bees in order to obtain food. Forel used fo sit
every moming on his terrace for breakfast: at the same time bees approached
dajly his table locking for a jar of marmalade. He suspected that bees were
estimating time bocause he obssrved that bees stated to amive to the table
briefly before he went out for breakfast. Thus, on one ooeasion he decided not
t0 go ow! and obs=rved that bees remained fying over the table for a long timeg
apparently expeciing him and the jar of mermalade. During the following days
bees continued amriving at the same time. These infarmal abservations led him
lo suggest that bees posses a time keeping system for estimating faod access,
that he called “Zeitgedichnis™ which means “time awareness™ in English.

[o 1929 Belling performed formal experiments to eonfirm the capacity of
bees to estimate meal time. He allowed a group of bees to access a SUEAD
source for 2 hours daily and monitored the amoumnt of bees present around the
bean during the day. The number of bees was significantly increased during
the 7 hours that sugar was available, while during the rest of he daily bees
passed ouly randomly close to that site (Figure 1). :

Food entrainment

The first format deseription about the relevance of food for timing the
activity of animals was published by Richter in 1922 (2). Far the first time in a
fornal experimental environment he described that restricting food access to &
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few hours per day induced rats to exhibit anticipatory activity for the feeding
event. Rats increased their running in a wheel 2-3 h prior @0 food access. This
enticipatory activity was further observed and described by other groups for
general cage activity and instrumental behaviors like pressing a lever in a
Skinner box to obtain focd or approaching a food source.

In 1962, Roberr Bolles and De Lorge (3) suggested that locomotor activity
exiiibited by rats preceding food access could rely on a biological clock,
because it was only observed when feeding schedules had a period closs to 24
h, In 1965 Bolles and Stokes (4) gave the namie of food anticipatory activity
(FAA] to the locomotor activity preceding 2-3 h food acocss.

Already long before Forel it was reported first for plants and later for
animals that orgenisms have the capacity to organize their activity around the
fight dark cycle and that even without the presence of the light dark change
still the organisms mainteined their cyclic behmvior, Le. the animals
maintained a sleep wake cyele with a rhythm of approximately 24 howss
(cirea-dian), Consequently meny investigators fried to fnd in the brain the
location of the structure thet could be responsible for this rhythmicity. Finally
in 1972, Mooce and Eichier (5) and Stephan and Zucker (6) described in the rat
that lesions of the SCN, arez of the brain where information of the retina
cntered the brain, produced a complete loss of diurnal rhythms, indicating that
the SCN is the masier biological ¢lock driving rhythms in sieep and acrivity
and thus providing animals with a time keeping systern that epables them fo
wstimate time. In view of that finding it was very surprising that already in
1977 Dorcthy Krieger {7) not only described thar associated with the food
anticipatory activity the diumal pek of comicosterons was shifled and
anticipeted meal time but that this peak did not disappear after bilateral lesions
of the SCN (7,8}, indicating that withour SCN the animals stiHl were able to
keep track of time. Fn 1979 Fred Stephan ct al. (9) reporied that rats bearing
bilateral lesion in the SCN were still able to exhibit food anticipatory activity
{FAA) under a food restricted schedule. These findings led to propose that
food entrained rthythms da not depend on the SCN and that food entrainment
should rely on & circadian oscillator independent of the SCN.

During the last 30 vemrs several groups have tried to understand the
mechanisms underlying the capacity of animals to entrain to food without the
“master biological clock™ During this tinee it became clear thar expression of
FAA exhibited circadian properties just as the SCN, because FAA s anly
displayed when food is delivered in a circadian range and exhibits transitory
cytles to adjust to shifts of meal time (0. T1, 12; 13, 14,). In addition. when left
in fasting conditions, food entrained animals exhibit activation for severat cycles
ar the same phase a5 the food was provided (11,15). These features confirmed
that FAA depends on circadian clock mechanisms, mosponsive to feeding
schedules (16). The search for the location of this food entrained clock started.
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The mechanisms underlying food entrainment

Several groups tried to uncover the location of the food entrained oscillator
{FEO) using rodents as experimental models. A rajor strategy that was
followed was to perform lesions in specific structures of the brein, that may
contain important regulatory mechinisms for feeding behavior (17). This
strategy followed the reasoning that the removal of a region that constinned the
FEQ should result in 2 loss of food entrained patterns including FAA (see table
1). Imterestingly also Dorothy Krieger was the first to foliow this strategy and
observed that the food anticipatory peak in corticosterons disappeared after
lesioning the ventromedial hypothalamus (18). Later studies showed that this
conclusion mipht be erroneous becanse fonger survival times after ihe lesion
showed recovery of the anticipatory behavior (19; 20). Consequently, the
lesioning strategy remained largely unsuceessiul, because until now the FAA
reappears despite numerous lesions in struetures imvelved in metabolic,
locomator or motivational regulatory process, Despite these problems,
Izsioning studies have pointed at several structures that can he elements of 2
gystem entrained by food (see wble 1 and table 2).

An allemnative siratepy that has been explored recently is the use of
activity markers in the brain, specifically the use of the protein ¢-FOS has
allowed identifying numerous structures that respond and are aclive when
animals anticipate a meal nr when animals have received food. This strategy
has pointed out that diverse fupctianal systems exhibit simultaneously food
entrained patterns of ¢-FOS expression leading to the proposal that the FEO js
nut a single siructure, but rather is built up of 2 distributed system.

In receut years the identification of elock gene products (mRNA or
proteins} in different brain nuclei has allowed determining that several areas in
the brain exhibir daity oscillations in phase with the light — dark cycle and that
in those structures food entrainment overrides the infuence of the SCN and
modifies the daily oscillations such that their phase is shifled towards meal
time (21; 22. 23). The observation that alkio here MANY Siruclures are
simultaneously activated has only strengthened the concept of a distributed
systiem. In spite of the fact that the oscillations of some clack genes peraist
{just like <Fos} nuder fasting conditions no evidence for the presence for
sustainable rhythmicity as in fhe peripheral organs has been provided

The only fact that has been demonstrared with all the different strategies is
that the SCN is mainly entrained by the light — dark eyele und is not entrained
by feeding schedules (24; 25), Only very specilic conditions like a starvation
diet are able to influence the SCN (26). Consequently ali evidence indicates
that two systems exist capable of driving daily activity rhythms: a light
eutrained osciliator the SCN and a food entrained oscillator for which the
Iocation has been propesed to be the DMH (27; 28) but for severai reasons (to
be discussed later) this canclusion seems to be a bit premature.
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Tuoble L. Brain areas involved in transmission or fritegration of metabolic signals that
have been tested as possible elements for food enlrained behavioral patterns by
performing lesions in redems,
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Metaholic systems involved in food enfrainment

Rodents entrained by restricted feeding schedules develop metabolic
adfustments that sllow them to adapt to the altemation of long intervais of
fasting vs, 2.4 hours of food access, In addition to the development of FAA,
they leam to ingest enormous amaunts of food during the shart period of food
aceess, allowing them to ingest the same amount of Food that is reguiarly
ingested during 2 24 h cycle when they bave food ad fibiram {29}, Metabolic
oscilistions of fiee fatty acids, triglycerides and glucose osc;llate jn phase with
the feeding schedule, as welf as daily oscilfations of hormones as insalin,
glucagon, leptin and corticosterone (30; 31; 32; 31). Especially in the liver a
strong feod cnirzining effect has been described for enzymatic processes,
mitachendrial functions and daily eyeles of the redox stare (313 34 and see
chaprer by Diaz-Mufioz).

The discovery of clock genes in peripheral tissues and {he steong
entraining effect produced by feeding schedules on the liver and digestive
organs has indicated that peripheral organs mey also participate in the food
entrained system. Although the [iver and the stomach may play an important
role producing time signals of a metabolic state (hunger or satiety; anabolism
and catabolism), until now it has not been demonstrated that they function es
food entrained pacemakers, capabie of generating and controlling thythmieity
in other tissues o1 organs (35; 36). Their daily oscillations seem to be related
with providing a temporal order o the organ ar tissue for which the reiation
with mea| ime needs to ke tightfy maimained 37,

Newtonal pathways that provide digestive ard metabglic signals 1o the
brain hzve been interrupted, either by sections of the vagus nerve or by
sympathetic deaferentation with e toxic capsaisin, Even afler such peripheral
dealerentation tats have continued 1o exhibit FAA (38; 3%

Diverse relay nuclei in the brain stem, which constitute neuronal pathways
oftaste and ingestive signals o the brain exhibit food entrained c-FOS patterns
with highest values after feeding. This is the case for the nucieus of the salitary
tract (NTS), the parabrachiai mucleus (PBHN), the arez postrema and the
dorsematar nucleus of the vagus {40). Lesians of the PBN (41} and not of the
aea posterna (42) decrease the expression of the FAA, judicating the
relevance of peripheral signals entering 10 the braig in order 10 develop FAA,

Areas in the brain involved in snergy balance and metabolisin were among
the [irst areas to be explored in order o identify the FEO (Figure 2). Due 1o
their imegrative role for merabolic signals and repulation of feeding behavior,
the ventromedial nucleus of the hypothalamus (VMH), the Iateal hypathalamus
(LH) and the dorromediai nucleus of the hypathalamus {DMH} have been
regarded es possible sites for the FEQ. However to the present time no strategy
has allowed o confirm whether any of them can fimection as an independent
food entrained clock.
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Figure 2. Sagital sections of the rat brain depicting A) the main input pathways
invsived in food entrainment and B) integrative areas in the brain involved in melabalic
and motivational osefliations. in A) arrow indicate the main viscecal and hemoral relay
areas, from which digestive and taste signals associated wilh the feeding event, wili be
trensmitled to other intagrative areas. [n B) the hypothalamic and limbic sirusiyres are
represenied by clocks and their input may signal 1o the resi of the bosy daily food
cntrained rhiythms. Ace - nucleus aceum bens; ARC ~ srcuate nueleus: the brain stem;
Ls - tateral septum; PVT - paraventricular nucleus of the thalamus,

As indicated above early sudies axamined the effecr un food entrainment
of lesions of the vertromedial nucles (VMH}, considered the “satizly cenrer”
for many yeats. Lesions in the VMY lead 10 a loss of food entrained thythuins
shortly after the lesion, known as the dynemic phase (43), but FAA was
restored after 2 longer interval of recovery from the lesion kriown as the static
phase {19; 20%, [n the VMH daily rhythms of multiunit activity wers deseribed,
which were entrained by RFS, but disappearsd after SCN lcsions, thus
indicating their dependence on the main circadian clock {44). No loss of FaA
was observed afier lesions in the LH {45), although multiunit activity of the
LH was entrained by feeding schedules and persisted afier lesions of the SCN
(44). The LH was considered for many years as the “Bunger center” and
contzing cells groups involved in behavioral arousal for foraging and to
promote feeding (46). The use of the immediate early pene protein c-Fos has
pointed out a relevant activation of the LH when rats are anticipating food and
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this food entrained rhythm persists for 9 cycles after interruption of the food
entrained protocol (40). This activation occurs maialy in the Perifornical area
{PeF) where orexin prodncing cells can be found. Orexin cells project to
diverse aress in the brain and have been refated to arousal end motivational
systems {0 promete feeding (47). However destraying this specific ceil Broup
with the toxic saporin did not prevent tats to anticipate, however produced
significantly decrease in the intensity of FAA (48: 49).

Finally, amention has been focussed on the dorsomedial nucleus (DMH) of
the hypothalamus 2s & putative FEQ, The use of the protein c-Fos has pointed
o a relevant activation of the DMH during FAa (27; 40} and recent smdies
have reported that daily oscillations of the clock gene products Perl and Per2
are induced in the DMH by restricted feeding sehedules (28; 50). These studies
were followed by two different studics in which the DMH was lesioned and in
which opposita results were reported (27, 51). Up tiil sow it is not clear to
what the discrepancy of these studfes can be attributed but recovery time after
1he lesion (a5 was seen after the VMH lesion) and the behavioral analysis and
size of the Jesion may certainly play a role.

Other structures in the hypothalamus and the brain stem have been explored
as possible mediztors of the input signals providad by digestive pathways to the
brain or &5 relay structures for the output and for the transmisston of food
enrrained signals to metabolic and digestive sysiems. Recent data obtaired by
our group indicaie that the arcuate nucleus (ARC), the main struchure providing
hormonat information sbout the metabolic stare m the hypothalamus, exhibits
high ¢-Fos expression dudng FAA in mts and a food entrained patiern of Parl
protzin with peak valucs at the moment of foed access (data ngt published).
Hawever, lesions of the ARC, do not prevent FAA (52).

The paraventicular nucleus, which plays a relevant role, as input ang
ouwput shuchure to the eirculation and the -autonomic nervous syslem {53}
exhibits food enirained ¢-FOS paitems with highest values afier feeding (40)
and the cells positive to ¢c-FOS have shown Io be oxytocin cells, which ars
activated due to stomach distention afier the food intake{34; 55). However
with microdialisys techniques an anticipating peak of noreadrenaline and NPY
release were described in this area {(56; 57). The lesion of the PYN docs nat
interfere with food entrainment, nor with the display of FAA (43).

Clearly the datm obtained o date indicate thal signals eiicired by feeding
schedules can arrive to the brain by at least humora! and nevronal pathways with
as consequence thet focalized lesions can hardly interfere with or abolish foad
entrainment. Similarly, o-fos end functional studies indicate that there are several
megrative ruclei in the hypothalamus iovolved in this process, which
complicates to indicate a single structure as the main coordinator or generalor of
food entrained rhythms. Evidently this idea is inspired by the role of the SCN
a5 master clock for circadian thythmicity but s not necessarily true for the FEQ,
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Table 2. Brain areas involved with hedonic or motivational responses that have been
tested as passitile elemenis for food entrained behavioral patterns by performing lesions
in redents,

LESIGNED AREA BEMAVIOR | EFFECTON |{ REFERENCES |
: . | momMiTORED. | FA4 ..
L{MBIC SYSTEM WAIEEL Mistiberger y
meoramrus avn | O ORaM | No.grrEeT | Musby F992 455
AMIGDALA
] INCREASED
NUCLELSACCUMBENS |\ oopomon | ReSSHELL) |\ v,
. DECREASED | 2005 (9
MOTEVATION (Ae=-Core)
INFRALIMBIC CORFEX | LOCOMOTION | NOEFEECT | Recabacren st s,
: 2068 91)
. THALAMIC LOCOMOTION | ATTENUATS | Makabmraet o,
PARAVENTRICOLAR 2003 (9)
UCLEUS Foom-aMN

NO EFFECT | Landry et 2i,
2007 {6}

The data up till now and the studies of systems involved in metabolic balance
and Ingestive behavior confirm our hypothesis that food entrainment depends on
a distributed system probably constituted by a cireuit of interacting structures.

Motivational systems involved in food entrainment

When animals are expecting food it ean be observed that they are aroused,
intensely attentive and active, Rodents exhibit foraging behavior and increased
locomation, Evidently when rodents are anticipating food they urdergo a state
of arousal and high motivation for food. Some scientists have suggested that
during FAA animals may undergo stress, because during the last hours before
meal time the stomach is empty and the excitement of the animals may
specifically reflect a state of hunger. The increase in corticosterone during
FAA may suppor this idea, we however feel much more for the explanation
that the increase in corticesterone is similar to the daily peak in corticosterone
seen at the end of the rest peried just before onset of activity.

[n addition strong pesitive hedonic reactions can be elicited after meal time,
because after & long fasting intzrval feeding can have a strong rewarding effect.

It order to understand the mechanisms underlying food entrainment,
attention bas 2lso been given to braln areas invalved in motivation, ematicn
and reward, With the same strategies as described to explore the metabolic
drive behind FAA, the role of structures classified as limbic system, as wel! as
the role of the nuclews accumbens in FAA has been explored.
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Lesions of diverse arcas of the limbic system were performed by
Mistlberger et 2l (58) but FAA was not abolished, Dopamine release in the
nuclens secumbens are associated with expectancy and amticipation, a; well as
with reward states (39), however depletion of dopamine had no effect on the

- expression of FAA, Alsa deletion of apicd receptors f1as been tried, singe brain
opiods are involved in activating dopamine releass (66), however only a slight
decrease in the intensity of FAA was observed.

The invelvement of limbic structures has been established with the
detection of the protein ¢-FOS. In rats anticipating to & daily mea! increased
levels have been described in the amygdala, septum, prefrontal cortex,
paraveniricular nucleus of the thalamus (PVT} and the accumbens (21).
However lesions of the PVT do not modify the intensity nor duration of
FAA (613

Especially in order to examine the motivational state of animals in FAA
emimals were entrained to 2 palatable treat (chocolate, sweet wmilk or
sucrose). This condition is differert from foad entrainment since the rats do
not need to endure a negative metabolic state (62) and anticipate to & daily
treat under fasting conditions or even when having Fee access to regular
food (63; 64; 65}. Evidence has pointed oul that a high morivational state due
To palatable food is sufficient to produce FAA. Interestingly neuronal activity
indicated by ¢-FOS expression is selectively increased in fimbic brain
structures but not in hypothalamic nuciei imvoived in energy balance (65).
Recent data from our group also have shown that a palatable treat can
sclectively impose oscillatary cycles of the protain PER1 in limbic areas and
in the nueleus accumbens is in phasé with time of the troar access {data not
published). Those data strongly support that bath metabolic and metivational
aspects play a role in FAA and that consequently different neuronal systems
participate in the expression of food entrained responses and that only by
certain manipuiations it is possible to abserve their expression indepandently
(Figure 2},

The role of clock genes in food entrainment

Circadian oscillations rely on cycles af wanscriptional/ transiational
ferdback toops of the so called “clock genes” (66). These cycles have been
observed in ail investigated organisms and in diverse tissucs. [n mammals the
clock machinery i3 determined by period (per/, perdand perd), oryiachrome
clock, dmall and npas 2. Oscillations of clock gene products, have been
deseribed in diverse brain areas and peripheral organs (67; 29). Their

oscitlations are normally coupled w the light — dark cycle and are driven by

signals transmitied by the SCN. Interestingly, when feeding opportunities are
restricted, daily rhythms of clock genes outside 1the SCN are entrained by
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Figure 3, Represensation of the moment of the acrophase in the daily expression of the
protein FER| {or differem tissues and brain areas. The peak expression in od hidinmn
conditions is indicated in white and the acrophase when animals were entrgined to
ferding sthedules s indicated in grey. Circles represent data obmined by measuring
prolein expression and squares rcpresant the projeeted phase of (he protwin obtained
from studies thar determined the RIVA of peri. Vertical stripped bar represents time of
food access and the horizontal white anrd black bars represeml day and night
respeciively

feeding schedules und uncouple from the timing signals ransmitted by the
SCN {Figure 3). Data collected by different groups suggest that feeding restarts
daily peripheral ascillations and in the SCN of per] and per2 (21; 24: 68).

Because peripheral organs have the capacity of exhibiting daily
osciltations of clock gene products, the possibility that food entrainment refies
on the same intracellular machinery as observed in the SCN. 1n order to do 50,
mice o rats bearing a mutation or knock out of one element of the clock gene
machinery have been food-entrained and evaluated for FAA (Table 3). Some
of the matants have shawn delayed or decreased FAA, however in some eases
tlis reduction is linked o modifled feeding patmrns or 10 other alterations of
cimeadian rhythm®s expression (69 T9).

Food entrained rhythms in diverse species

Food amicipationis not # special capacity of rodents or bess. The need and
the capacity to cstimate time for feeding is a general feature for most species.
As we have indicaied above this capacity might be derived evolutionary either
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Table 3. Effects of clock gene knock out or mutation on fres-running rhythms and on
fod enrzined behavior, Only the lack of the elock gene perd hay resulted in the
abolishment of FAA.

| REIERENCEE

Zlresg, 200] £038, Faiiet
2006 479)
x Bak etel, 200 (b}
7
" L] o igd | Sooalstrs 200 (9%
abort perisd
B raezons o
x
- " v = Bar, ctal 2001 (31},
Zhenp o2l 1558 (o),
Skearune ot 3] 3297,
x esbie - = Tifiuma 0] 2005 cogp,
2n der Horyd 2466 09,
Vitarerug 1989 (300
- Snstabie ¥ B Tjimn et 3], W05 (93
. o . - Dhetwere st ol Yoo
883
- " 5
s . « Duedley, o1l 1004089
. - | stk peried | Mooraz vt oL, 2007 (108
- . ” Prosierqt al, 2008 mj

because the presence of the teeding source during the day i limited to 2 certaln
tire or because te individual needs o avoid to be predated. But as is evidany
from observations, under many different circumstancss, jn Zou's, at receptions
af human beings, FAA is a wide spread behavior,

Certain species that share the same spatial niche sometimes need 10 organize
their wmpmal niches in such a way that they are active and forage at different
momens of the day in order to avoid competing for the same food source,

Intodents FAA has been mainty abserved in rats and mice. Hamsters ware
studied mainly i the carly years, however they tmposed certain
methodelogical problems, because they tend to hoard and accumutare food in
their pouch (713, In the squirre! menkeys diurnal mammals, strong FAA 1s
obscrved when food is restricted to a few hours sither during the light or
during the dark phase (72 73}
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In the lactating +abbit, the female does exhibit a thythm of 24 h durtng
which she once visits the nest and nurses the pups, Thus, from the day of bink
yotng pups are limited to a single nursing event per day. Consequently pups
anticipate these visits with increased behavioral arousal. The anticipatory
behavior has as a consequence that the pups free themselves from the nest
material which has the advantage allowing them immediate access to the doe’s
nipples {74). Associated with FAA, rabbit pups show a food enirained rhiythm
in core temperature and serum catlicosterone (75; 76) . Similar c-FUS patterns
as described for rats and mice have also been observed in rabbit pups (54; .
Interestingly in contrast with rodents the young rabbit SCN is entrained by the
daily feeding scheduic inducad by the mother (78). This observation iy
indicate that Indeed metabolic information js signaled to the SCN and that in
the absence of ather important cues (2nd probably in absence of oiher complete
developed svstems) the young rabbit SCN can be entrained 1o food, Once the
rabbits are abie to eat material available in the nest, their daily rhythms
undergo a transitory stage and entrain 1o the light — dark cyele. Finally at
weaning, they show robust daily rhythms entrained by Jight and their fecding
paltem accommodates to dawn and duskc This developmental pattern is an
interesting model of food entrainment and iflustrates that food entrainment
may be the initial stage of adaptation for young individuais.

Other species that exhibit FAA are birds {79, fish (80, 81) and crayfish
(82), In such species porsistence of foad entrained rhythms have been observed
affer reteasing them from the restricted feeding schedule.

Alsa marsupials (83:84) can be enmrained by feeding schedules, mainly
when the total amount of daily food is decreased to 85% of their daily imake,
however for some marsupials the sirawgies to measure FAA wers not adequate
for the species and did not allow o conciude the power of feeding schedules,

Contribution of comparative biology for understanding

food entrainment

The evidence that bees, fish, mollusks and other species can estimate meal
time to develop behavioral and physiological strategies to arganize their daily
activity indicatcs that this adaptive process has been well preserved along
evalution,

The observation of clock gene oscillations in dilferent peeipheral organs
and their persistence in culture, isolated from the SCN, demonstrate that many
lissues have cellular mechanisms that may respond to 24howr eyoles.
Furthermore the fact that peripheral clock gene oscillation can be driven by
netabolic cues, itlustrate haw im portant metabolic parameters cen be for the
daily resetting of clock mechanisms. Because insects and fish have a very
simple nervous system, food entraifiment does 0ot seem to noed 4 complicated
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newonal substrate, The fact that FAA implies many different neuronal
siructures in higher vertebrates only indicares that FAA in those animals isa
complex behavior for which a number of difierent brain structures are
neesssary to execule these funcrions. The data on FAA also point to the power
of food to drive hehavioral and physialogical systems, for which the only
resistant structure seems 10 be the SCN in mammals, which remains coupied to
the light ~ dark cyele. The refevance of this resistance can be explained by the
fact that in addition to estimating meal time arganisms need also to keep track
of the external conditions determined by the day — night alternation, which also
may detemine other opporTunities to eat.

The present knowledge on both time keeping systems and their interaction
may help to understand human conditions of internal desynchronization -in
which feeding schedules are shifted towards the night and consequently
uneouple daily physiological oscillations from the SCN driven signals. Such is
the case of nocturnal workers and of young peopile who develop a preference
for noctumal activity. A berter vnderstanding of both time keeping systems
may possibly help to find treatment for diseases of modem life $Tyle,
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