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RESUMEN

Los individuos que se ven expuestos a cambios bruscos del ciclo luz-oscuridad
(L-O), como los que se generan al realizar viajes transmeridionales, desarrollan
el sindrome del jet-lag, caracterizado por cansancio, dificultad para dormir y
pérdida de apetito, todo esto generado por un fenémeno conocido como
desincronizacién interna. Por lo cual, se propuso explorar la utilizacion de
alguna de estas manipulaciones: acceso al alimento normal por 12 horas;
acceso a un alimento apetitoso (Chocolate, 5g), o actividad locomotora forzada
en una rueda por 1 hora, todo esto para acelerar la re-sincronizacién de los
ritmos de actividad locomotora y temperatura, después de un avance de fase
de 6 horas (jet-lag). Se utilizaron ratas de la cepa Wistar. En una primera etapa
se formaron 3 grupos, los cuales estuvieron 9 dias en un ciclo L-O 12:12 con
alimentacion ad- libitum (linea base), posteriormente a cada grupo se le realizo
un avance de fase de 6h del ciclo luz-oscuridad (6PA-LD) y al mismo tiempo, el
horario de alimentacion cambio, excepto para el grupo control que continuo con
alimentacion ad-libitum. El primer grupo experimental tuvo acceso al alimento
en el horario de la fase de oscuridad del ciclo L-O de la linea base. El segundo
grupo experimental tuvo acceso al alimento en la nueva fase de oscuridad del
nuevo ciclo. El ritmo de actividad locomotora en el control, se re-sincronizé en 9
dias y la temperatura en 8 dias. En el primer grupo experimental, la actividad
tardé més de 12 dias en ajustarse al nuevo ciclo, la temperatura necesité 11
dias, en cambio, el segundo grupo experimental, tardé 4 dias en re-sincronizar
su actividad y 3 dias la temperatura. En una segunda etapa para descartar que
la re-sincronizacion se debiera a un efecto metabdlico o por la actividad
locomotora que genera la restriccion de alimento, se formaron dos grupos, que
estuvieron bajo las mismas condiciones de la linea base de los grupos
anteriormente mencionados, después se les hizo un 6PA-LD, simultaneo al
cambio. El primer grupo tuvo acceso a una rueda (una hora) mientras el
segundo grupo tuvo acceso a 5g de chocolate, ambos al inicio de su nueva
fase de oscuridad. El grupo de la rueda re-sincroniz6 en 9 dias su actividad y
en 10 dias la temperatura; el grupo con chocolate, re-sincronizé en 4 dias su
actividad y en 5 dias la temperatura. Se concluy6 que si el alimento normal o
apetitoso coincide con el inicio de la fase de oscuridad, la re-sincronizacion de
ritmos circadianos es casi inmediata y que el mecanismo de este fenomeno no
es metabdlico.
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ABREVIATURAS

(6PA-LD) Avance de fase de 6
horas del ciclo luz- oscuridad

(AA) Actividad Anticipatoria al
Alimento

(AL) Ad- libitum

(ARC) Nucleo Arqueado

(CCK) Colecistocinina

(CPF) Corteza Prefrontal

(DMH) Ndcleo Hipotalamico Dorso-
medial

(GABA) Acido gamma- amino
butirico

(GCS) Ganglio Cervical Superior.
(HIG) Hojuela Intergeniculada

(HL) Hipotéalamo Lateral

(LC) Locus coeruleus

(L-O) Ciclo Luz- Oscuridad

(n) Numero de sujetos

(Nacc) Nucleo Accumbens

(NPY) Neuropéptido Y

(NSQ) Ndcleo Supraquiasmatico
(NTS) Nucleo del Tracto Solitario

(N-ZT) Nueva fase esperada

(O-0O) Oscuridad constante

(OSA) Oscilador Sincronizado al
Alimento

(PVN) Nucleo Paraventricular

del hipotadlamo

(RA) Restriccion de acceso al
alimento

(SE) Error estandar

(SN) Sustancia Nigra

(TGH) Tracto Geniculohipotalamico
(TLD) Nucleo tegmental laterodorsal
(TPP) Nucleo

pedunculopontino

tegmental

(TRH) Tracto Retino Hipotalamico
(VMH) Ndcleo Ventromedial del
hipotalamo

(VTA) Area tegmental ventral

(ZT) Zeitgeber time
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ANTECEDENTES HISTORICOS DE LOS RITMOS BIOLOGICOS

Desde la antigiiedad se ha tenido un interés por estudiar la relacién que existe
entre los seres vivos y las variaciones periddicas del ambiente (dia- noche,
estaciones del afio). La principal adaptacion de los organismos a estas sefiales

externas ciclicas, es la generacion de ritmos biolégicos (Valdez, 2009).

En el afio 325 a.C., Andréstenes da una de las primeras descripciones de
ritmos bioldgicos en plantas, detallando el movimiento periédico de las hojas y

pétalos de la planta Tamarindus indicus (Dunlap y et al., 1994).

En 1729, Jean Jacques d’ Ortous DeMairan noté que una planta de su jardin
(probablemente Mimosa pudica), abria sus hojas durante el dia y las cerraba
durante la noche. Se pregunto si se trataba de alguna relacién con la luz, por lo
cual, decidi6 colocarla en un armario oscuro y la observé (Figura.1l). Encontrd
gue seguia abriendo y cerrando sus hojas con el mismo horario que mostraba
en el jardin (Moore et al.,1982).

Ciclo luz- oscuridad

Oscuridad constante

Figura 1. Imagen de una planta sensitiva (mimosa pudica). Las hojas de la planta se mantienen
extendidas durante el dia, tanto en el interior (abajo izquierda como en el exterior (arriba izquierda)
del armario. En cambio, en la noche la planta pliega sus hojas en ambas situaciones (derecha).
(Tomada de Moore et al., 1982).
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Henri-Lous Duhamel (1758) no creia que una planta alejada de sefales
externas (influencia de la luz) fuera capaz de mantener el movimiento de sus
hojas. Para comprobar lo anterior Duhamel selecciona un cuarto donde no
atravesara un rayo de luz, donde colocé a la planta en su interior. Al paso de
unos dias, se sorprendié al ver que la planta continuaba su ciclo de aparente
actividad y reposo. Repitié el experimento, pero ahora colocé a la planta en un
tubo de cuero que no permitia el paso de la luz encontrando los mismos
resultados (citado en Gruart et al., 2002). El siguiente paso de Duhamel fue
determinar si la temperatura era el estimulo que provocaba los movimientos de
la planta. Dicho experimento, lo realizO en un invernadero en el que la
temperatura se mantuvo constante, descubrié que incluso asi, la planta
continuaba abriendo y cerrando sus hojas. A partir de estos hechos, concluyo
que el movimiento de las hojas no depende de la luz, ni de la temperatura del

medio ambiente.

En 1832, Agustin Piramus DeCandolle confirmé los hallazgos de DeMairan y
Duhamel, ademas demostré que el movimiento de las hojas de las plantas
tampoco depende de la humedad del medio ambiente (citado en Gruart et al.,
2002).

Los resultados obtenidos por dichos autores demostraron que las variaciones
ritmicas de algunas plantas se mantienen aun en ambientes constantes de
oscuridad (O-O), temperatura y humedad, es decir, sin sefiales externas que
indiquen el paso del tiempo. Se comprobd que los llamados ritmos biol6gicos
responden a sefiales externas pero se generan en el propio organismo (origen
enddgeno) (Pittendrigh, 1981).

INTRODUCCION
¢Qué es un ritmo bioldgico?
Los organismos vivos se enfrentan a variaciones ciclicas ambientales como la
alternancia dia/noche, cambios en la temperatura ambiental, la disponibilidad

de alimento, entre otros. Esto implica un reto adaptativo que requiere la

optimizacion de respuestas, de modo que el poder anticipar ante estos cambios

10
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asociados al tiempo se vuelve indispensable (Stephan, 1992; Angeles-
Castellanos et al., 2007). En consecuencia los organismos han desarrollado
mecanismos para una mejor adaptacion al ambiente y para garantizar la
coordinacion oportuna de actividades como la alimentaciéon, el suefio y la
coordinacion de mecanismos fisiolégicos y bioquimicos (Jud et al., 2005). El

resultado de esto, es la generacién de ritmos bioldgicos.

Un ritmo bioldgico es la recurrencia de un fenédmeno bioldgico en intervalos
regulares de tiempo (Aschoff, 1981). Se encuentran en todos los organismos
desde hongos, bacterias, insectos hasta mamiferos: como roedores o el
hombre, y tienen un caracter hereditario, es decir, no son aprendidos (Rose,
1992; Aréchiga, 2003).

Los ritmos biolégicos se han clasificado en tres grupos de acuerdo con la

frecuencia de su oscilacion (Gruart et al., 2002):

o Ultradianos: son ritmos de alta frecuencia que se presentan més de una
vez en un dia, es decir, su periodo es menor de 24 horas. Dentro se esta
clasificacion se puede observar la frecuencia cardiaca, la actividad neuronal

etc.

o Infradianos: ritmos de baja frecuencia, es decir, requieren mas de un dia

para que se repitan, por ejemplo, el ciclo menstrual de la mujer.

o Circadianos (circa= cerca; dies=dia; cercano al dia): se presentan
aproximadamente cada 24 horas y se ajustan a las variaciones ciclicas del dia
y la noche, las cuales estan determinadas por el movimiento de rotacion de la
tierra. La temperatura corporal es un ejemplo de este ritmo, nuestra
temperatura aumenta antes de que la temperatura ambiental alcance valores
maximos y disminuye antes de que la temperatura ambiental alcance los

valores minimos.

11
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¢Qué se le estudia a un ritmo bioldgico?

Un ritmo presenta momentos de maxima expresion y momentos de minima

expresion, por lo que se utiliza una onda para describir a los ritmos biolégicos.

Para evaluar los ritmos biolégicos se toman en cuenta una serie de
caracteristicas que describe la onda: periodo, amplitud, acrofase, mesor, fase,
relaciéon de fase y frecuencia (Gruart et al., 2002; Angeles Castellanos, 2004;
Salgado; 2009; Valdez, 2009, Figura.2).

o Acrofase es el momento del dia en el que la variable presenta su valor

maximo.

o Amplitud es la intensidad de la variable que registramos, que se obtiene
de la diferencia que existe entre el valor méximo (acrofase) y el valor minimo

(valle) de un ciclo.

o Fase se refiere al momento (hora, dia 0 mes) en que ocurre un hecho

caracteristico dentro del ciclo.

o Frecuencia es el numero de ciclos con el mismo periodo que se repite en

una unidad de tiempo.

o Mesor es el promedio de todos los valores observados de un ciclo.

o Periodo es el tiempo que tarda un fendmeno en repetirse nuevamente, se

genera por el reloj bioldgico.

o Relacién de fase se refiere a la comparacion de dos ritmos distintos:
biolégicos, o uno biolégico y uno ambiental. Por ejemplo, la temperatura
corporal y el ciclo suefio-vigilia. Despertamos cuando empieza a aumentar la
temperatura, mientras que nos sentimos cansados y somnolientos cuando la

temperatura corporal desciende.

12
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ACROFASE
——— i

RELACION DE FASE

AMPLITUD

MEDIA o MESOR

0

VALLEONADR

TIEMPO

Figura 2. Representacion gréafica de los parametros caracteristicos de un ritmo. A la izquierda,
se utiliza un ajuste de una serie temporal a una funcién sinusoidal (cosinor). A la derecha
se representa la comparacion de dos ritmos distintos por sus acrofases. (Tomada de Salgado,
2009)

Sistema circadiano

Para lograr estas adaptaciones temporales el organismo cuenta con el sistema
circadiano que se encarga de la medicion del tiempo y de transmitir estas

sefales a diversas estructuras.

El sistema circadiano estéa constituido por tres elementos:

1. Reloj biologico: se define como aquel que tiene la capacidad de generar
una organizaciéon temporal ritmica en el organismo, asi como de imponer un

periodo y una fase a los procesos internos.

En la actualidad se sabe que el Nacleo Supraquiasmatico (NSQ) del
hipotalamo (consiste en un par de nucleos): es el reloj bioldgico 0 marcapasos
central en los mamiferos (Figura.3). Esta localizado en la regién antero-ventral
del hipotalamo inmediatamente arriba del quiasma éptico (Mistlberger, 2011).
Se compone de aproximadamente 10000 a 15000 neuronas, de las cuales, la
mayoria generan y mantienen oscilaciones circadianas autosostenidas en su

actividad eléctrica (Welsh et al., 1995), en la captura de glucosa (Schwartz et

13
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al., 1987) y en la expresion de genes (Yamaguchi et al., 2003), caracteristicas
que lo definen como reloj, ademas se dividen en dos regiones una ventral y
otra dorsal. La region ventral o retinorecipiente contienen el polipéptido
intestinal vasoactivo (VIP) y péptido liberador de gastrina (GRP). Esta region
recibe informacion directa de la retina a través del tracto retinohipotalamico
(TRH) y de la hojuela intergeniculada (HIG) a través del tracto geniculo
hipotaldmico (TGH), asi como del nucleo del rafe medial. La region dorsal tiene
neuronas que contienen arginina-vasopresina (AVP). Entre sus funciones esta

la de generar y transmitir el ritmo hacia el cerebro.

El NSQ es el responsable de imponer ritmo a los procesos biolégicos,
bioquimicos, fisiolégicos y conductuales. Por ejemplo, del ritmo circadiano de
temperatura corporal y ritmos circadianos hormonales del organismo (Angeles-
Castellanos et al., 2007).

e

X

—
ey

b i = i";

4 : L

Figura 3. Corte coronal con tincién de Nissl, muestra el cerebro anterior de la rata, incluyendo
los dos pares de NSQ (Flecha) (Tomada de Schwartz, 2009).

Para demostrar que el NSQ es el reloj maestro en los mamiferos. Se han
realizado varios modelos experimentales como lesiones y estimulacion eléctrica
en estos nudcleos (Tabla. 1), observando que algunos ritmos circadianos
conductuales vy fisiologicos se veian alterados, como el ritmo de corticosterona
que se pierde (Moore y Eichler, 1972). Otro ejemplo es en la actividad

locomotora que presenta un patron arritmico en hamsters adultos sin NSQ,

14
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después de hacer un trasplante del NSQ de un hamster mutante con un
periodo mas corto que el circadiano, el ritmo de actividad locomotora se
restaurd con el periodo de los donantes (Ralph et al., 1990). Estos hallazgos

permitieron concluir que el NSQ es el reloj maestro.

Tabla 1. Evidencias de que NSQ es el marcapasos circadiano. Tomada de Moore y Card.

Vias que participan en la| El TRH y TGH participan en la sincronizacion y

sincronizacion. terminan en el NSQ.

Estimulacion. La estimulacion eléctrica en el NSQ produce
avances de fases similares a los efectos de la

luz.

Electrofisiologia. La actividad multi-unitaria de las neuronas del
NSQ persiste cuando esta aislado. Las neuronas
individuales registradas in vitro muestran un ritmo

en su tasa de disparo.

La expresion de ciertos genes es importante en la generacion y mantenimiento
de la actividad ritmica del reloj. Al comienzo del dia circadiano las proteinas
producto de genes reloj clock y Bmall, se unen formando heterodimeros,
iniciando la transcripciéon de los genes reloj Periodo (Perl-3) y Criptocromo
(Cry1-2). Posteriormente son los complejos formados por las proteinas de PER
y CRY, que se acumulan en el nacleo de la célula para inhibir su propia
transcripcion a través de la accion de los complejos formados por CLOCK y
BMAL1. La reactivacién de estos genes para reiniciar un nuevo ciclo, ocurre
horas mas tarde después de que PER y CRY se degradan en el nucleo
(Mendoza, 2009).

15
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2. Vias de sincronizacion (aferentes): La retina se conecta de manera
directa con la regién ventral de los nucleos supragquiasmaticos por medio del
TRH, esta via transmite informacion al reloj acerca de la presencia o ausencia
de luz, asi como del nivel de iluminacion que esté presente a cada momento. El
tracto retinohipotalamico también se conecta con la HIG la cual proyecta a los
ndcleos supraquiasmaticos. Otras vias con proyecciones al NSQ provienen de
los nucleos del rafe que se encuentran en el tallo cerebral (Valdez, 2009;

Figura.4).

3. Vias de salida (eferentes): a través de estas se expresan los ritmos. El
ndcleo supraquiasmatico proyecta al area predptica del hipotalamo, esta via
eferente se encarga de modular los ritmos circadianos de temperatura corporal,
la ingestion de agua y la conducta sexual (Moore-Ede et al., 1982). Otra via
eferente es la conexion del NSQ a la glandula pineal. El NSQ se conecta con el
ndcleo paraventricular del hipotdlamo (PVN), del cual salen fibras nerviosas
que siguen por el cordon interomediolateral de la médula espinal hasta el
ganglio cervical superior, de ahi surgen nuevas fibras que se conectan con la

glandula pineal (Valdez, 2009).

. |  Glutamato
ey IGL

NPY
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RAFE MEDIAL - —
Serotonina

ENTRADAS

NUCLEO

SUPRAQUIASMATICO
SALIDAS

Efectos:
Bioquimicos
Fisiolégicos. .
Conductuales.

OSCILADORES
PERIFERICOS

Figura 4. Representacion esquematica de las vias de entrada del NSQ. La via aferente viene
directamente de la retina (via retino o RHT) y utiliza glutamato y péptido activador de adenilato
ciclasa de la pituitaria (PACAP), como neurotransmisores mas importantes que transmiten
informacién fotica al reloj. Dos vias de transmision no féticas al NSQ: las fibras aferentes de
NPY y GABAEérgicas, desde la hojuela intergeniculada del tdlamo y desde el rafe del cerebro
medio las serotoninérgicas (Modificada de Yannielli y Harrington, 2004).
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OTROS SINCRONIZADORES

Como se menciond anteriormente el ciclo luz-oscuridad (L-O) es la principal
sefal temporal para el sistema circadiano, esta sefial es un “sincronizador” 6
zeitgeber (del aleman “Zeit= tiempo” y “geber=dador”). El cual describe una
sefial ambiental que indica el transcurso del tiempo en forma periddica, que se
presenta regularmente y es predecible; capaz de afectar el periodo y la fase del
reloj biologico (Angeles- Castellanos, 2004; Salazar et al., 2006). Sin embargo,
se conocen otros sincronizadores no foticos como la hora de alimentacion, el
ejercicio (actividad fisica) y las interacciones sociales (Gruart, et al., 2002), que
adquieren un papel importante en los organismos. Estos estimulos no féticos
pueden ejercer un control de fase y pueden modular la respuesta del NSQ a la

entrada fética (Holmes y Mistlberger, 1999).

En ausencia de un sincronizador las funciones internas de los organismos
continuan su relacion temporal, esta capacidad interna es denominada ritmo en
corrimiento libre o “free running”, por ejemplo, cuando un organismo se
mantiene en ausencia del ciclo luz-oscuridad y los individuos se mantienen en
oscuridad constante, se siguen generando ritmos con un periodo de

aproximadamente 24 horas (Figura.5).
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Sincronizacion
al ciclo L-D

Dias

Free-
running

Hora del dia (horas circadianas)

Figura 5. Sincronizacion de un ritmo circadiano al ciclo luz-oscuridad. Bajo estas condiciones
los ritmos circadianos ajustan su periodo endégeno al del sincroniador. En la figura, el
actograma representa un ritmo de actividad locomotora con un ciclo L-O de 24 horas. Al
modificar su ciclo de L-O a oscuridad constante (representado por la barra negra en el centro
del actograma), el ritmo circadiano comenzara con su periodo endégeno. Notese que el inicio
de la actividad locomotora bajo condiciones O-O coincide con el comienzo del ciclo L-O
anterior, indicando que el zeitbeger afecté la sincronizacion de la oscilacidon circadiana
(Modificada de Golombek y Rosenstein, 2010)

El alimento como sincronizador

La alimentacion es un evento muy importante y necesario para la supervivencia
y la salud de todos los organismos. La disponibilidad de alimento en las
diferentes especies varia de acuerdo al ambiente en el que viven. Por lo tanto,
el ambiente impone los momentos en los que se puede tener acceso al
alimento (Escobar y Angeles- Castellanos, 2007), y esta conducta de
alimentacion se caracteriza por presentar un ritmo circadiano en muchas

especies, entre ellas, los roedores (Boulos y Terman, 1979).

El primero en demostrar la importancia del alimento fue Agusto Forel (1910), en
un grupo de abejas que se presentaba a su terraza todos los dias durante el
desayuno. Después de varios dias de observacion se percaté que las abejas se
encontraban ahi antes de empezar a desayunar, es decir, se anticipaban al

alimento. Dias después decidi6é no salir a desayunar a la terraza, encontrando
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que las abejas se presentaban durante varios dias y a la misma hora a pesar

de que el alimento no estaba presente (Escobar y Angeles- Castellanos, 2007).

A este sistema que responde al alimento se le ha denominado “ Oscilador
Sincronizado al alimento” (OSA), probablemente esta formado por dos

sistemas: uno metabdlico y otro motivacional (Rodriguéz, 2007).

Sistema Metabdlico- energético

Al hablar de metabolismo energético nos referimos al conjunto de procesos y
reacciones fisico-quimicas implicadas en la obtencion y transformacion de la
energia a partir de la ingesta de alimentos, para el mantenimiento de las

funciones vitales de las células (Solomon y Martinez, 2006).

Las vias metabdlicas segun Benyon (1999) se clasifican en:

1. Anabolismo: es la sintesis de moléculas complejas a partir de otras mas
simples. Por ejemplo proteinas a partir de aminoacidos. Las reacciones

sintéticas requieren de energia que proviene de la hidrolisis de ATP.

2. Catabolismo: es la degradacion o ruptura de moléculas complejas ricas
en energia; (proteinas, carbohidratos y grasas) en otras mas simples como
CO, (carbono) o H,O, para liberar energia. Por ejemplo, las reservas
almacendas en forma de grasa, pueden utilizarse en ayunos para la adquisicion

de energia y la regulacién energética del organismo.

Modelo experimental de sincronizacion al alimento

Cuando el alimento se restringe a dos horas diarias en roedores en el
paradigma de restriccion al acceso al alimento (RA), el balance energético de
los organismos, presenta un estado de catabolismo durante las horas previas al

alimento seguido por un estado anabolico posterior a la ingestion. La
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alternancia diaria de esta dindmica metabdlica, pudiera ser la sefal interna de

sincronizacion (Escobar et al., 2001).

También se sabe que bajo RA, el alimento modifica la actividad locomotora,
generando un fenomeno llamado “Actividad anticipatoria al alimento” (AA) que
consiste en un incremento de la actividad locomotora y de busqueda, dos o tres
horas antes de la hora de llegada del alimento (Escobar et al., 2001), el cual
persiste después de la ablacion del NSQ. Ademas modifica procesos
fisioldgicos asociados al balance energético y la digestion, como un aumento
en disacaridasas duodenales; enzimas que hidrolizan los disacéridos, cambios
en la motilidad duodenal antes del acceso del alimento y cambios en los ritmos

de mitosis en el tubo digestivo (Stephan y Becker, 1989).

La restriccién de alimento sincroniza la actividad locomotora y la temperatura
en roedores, asi como la oscilacion de genes reloj en muchos osciladores
periféricos como el higado, pancreas, corazon, rifion y estdmago. El higado es
uno de los osciladores periféricos que se ajusta inmediatamente a la hora de
alimentacion (Schibler et al., 2003), otras estructuras que responden son el
rifidn, corazén y pancreas (Hara et al., 2001) por lo cual el alimento es un
potente sincronizador de osciladores periféricos, sin embargo, parece que no

es el sincronizador més efectivo para el NSQ (Damiola et al., 2000).

Se ha reportado que cuando se lesiona el NSQ en ratas se pierden muchos
ritmos circadianos, pero no todos; ya que en condiciones de sincronizacion al
alimento se presenta un aumento de temperatura y de corticosterona sérica
antes de la hora de la comida (Stephan, 1992). Por tanto, este sistema que
responde al alimento, es funcional y anatdémicamente distinto al marcapasos

ciarcadiano que responde a la luz.

Se realizd un estudio en el que ratas con lesion del NSQ (Figura.6) fueron
expuestas a diferentes duraciones de acceso al alimento (4 a 12 horas).
Cuando tuvieron acceso a 4 horas de alimentacion las ratas desarrollaron AA
dentro de los primeros 10 dias. Cuando el alimento tuvo una duracion de 4 a 10

horas la cantidad y duracion de la AA no se vio alterada, en cambio, cuando los
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alimentos se entregaron durante 12 horas, la AA se vio disminuida. Sin
embargo, mostraron algin patrén de AA en los diferentes tiempos de
alimentacion. Los ultimos tres dias del experimento no tuvieron acceso al
alimento, encontrando un patron de actividad cercano al tiempo de acceso a los
alimentos, con una duracién de aproximadamente 4 a 8 horas (Stephan y
Becker, 1989). Esto ultimo demuestra el impacto del acceso al alimento

modificando la actividad conductual.
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Figura 6. Distribucion del promedio de revoluciones de la rueda cada 30 min (linea continua) y
promedio de contactos con el dispensador de comida (linea discontinua) de 6 ratas en las
diferentes duraciones del acceso a los alimentos. Las lineas verticales indican +1 S.E.M del
nivel de actividad. Para cada rata del grupo, los datos fueron promediados sobre un segmento
de 10 dias del experimento. El inicio de la disponibilidad de alimentos esta marcado en el eje
de las abscisas (Tomada de Stephan y Becker, 1989).

¢, En busca del mecanismo de OSA?

Las estructuras que se han estudiado sistematicamente en relacion con la
sincronizacion por alimento son aquellas relacionadas con la regulacion de la

conducta de ingesta y el metabolismo del hipotalamo (Mistlberger, 2011).
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Una de las estructuras mas estudiadas como posible sustrato anatémico fue el
nucleo ventromedial del hipotalamo (VMH). Esta estructura participa en la
inhibicion del apetito, debido a la presencia de neuronas que expresan
receptores de leptina y Colecistocinina (CCK), ademés contiene neuronas
glucosensitivas, que se activan cuando los niveles de glucosa en sangre son

altos, disminuyendo la ingesta (Solomon y Martinez, 2006).

Estudios iniciales mostraron que animales lesionados bilateralmente en el VHM
mostraban un aumento brusco de peso y no desarrollaban conducta de
anticipacion al alimento en las primeras semanas de la lesion. Sin embargo,
una vez recuperados los animales mostraban conducta de anticipacion

(Escobar y Angeles- Castellanos, 2006).

El ndcleo hipotalamico dorsomedial (DMH) es otra estructura que participa en
los mecanismos de sincronizacién por alimento (Blum et al.,, 2012). Esti
localizado encima del nucleo arqueado (ARC). EI DMH recibe proyecciones del
NSQ, ademas es el sitio donde se integra la informacion ritmica humoral y
neural del estado metabdlico. Una vez integrada dicha informacion, se trasmite
a los nucleos encargados de la regulacion de la temperatura corporal, la
secrecion de glucocorticoides, el ciclo suefio-vigilia. Por tanto, es una
estructura critica en la distribucién de sefiales, para una expresion adecuada
de varios ritmos de comportamiento vy fisiologicos. Esta estructura responde al
ciclo L-O, los picos de actividad neuronal medida con cFOS se han reportado al
inicio de la oscuridad en condiciones ad libitum (Blum et al.,, 2012). En
condiciones de restriccion de alimento los picos se han desplazado al momento

del acceso al alimento.

Angeles- Castellanos et al., (2004) encontr6 que el patrén circadiano de
expresion de proteina cFOS; un marcador de activacion neuronal, no se
modifica en el NSQ o en el VMH, bajo condiciones de RA, siendo estructuras
que responden al ciclo L-O. En cambio, otras estructuras hipotalamicas como el
DMH, el hipotalamo lateral (HL), el PVN (Figura.7), los nucleos

tuberomamilares y el ndcleo perifornical presentan un cambio de fase en
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anticipacion al acceso del alimento, asi como una mayor activacion después de

alimentarse.

Otra forma de trasmitir informacién sobre el estado metabdlico y fisioldégico
directamente al Sistema Nervioso Central es a través de factores humorales.
Las hormonas anorexigénicas (CCK, leptina, y péptido YY (PYY y PYY3-36);
que actian como sefales de largo y corto plazo de la saciedad y hormonas
orexigénicas o hipocretinas como grelina que induce el apetito; esta ultima se
ha propuesto como base de la comunicacion entre los componentes periféricos
de OSA y los mecanismos centrales que participan en la anticipacion de
alimentos (Blum et al., 2012). Se ha reportado que los niveles plasmaticos de
grelina aumentan drasticamente 30 minutos antes de la comida en el
paradigma RA. Los receptores de grelina se han encontrado en regiones
hipotalamicas asociadas a los ritmos circadianos, incluyendo el NSQ, DMH,
VMH, PVN y ARC en ratones, ratas y primates. Inyecciones periféricas de
grelina en condiciones de alimentacion AL, generan una mayor activacién de
cFOS en estas regiones, pero no en el NSQ. Estas mismas areas mostraron
una mayor expresion de cFOS al momento de anticipar a los alimentos en RA

en comparacion con controles AL (Blum et al., 2012).

El neuropéptido Y (NPY) junto con la proteina relacionada con aguti (AGRP)
son considerados neuropéptidos orexigénicos que se expresan en el ARC,
también se sintetiza prooopiomelanocortina y el transcripto relacionado a
cocaina y anfetaminas que inducen una respuesta anorexigénica. El ARC esta
situado en la base del tercer ventriculo inmediatamente arriba de la eminencia
media. Las células de este nucleo responden a las fluctuaciones de sefiales
nutricionales como la glucosa, los acidos grasos y la insulina, debido a la
inexistencia de barrera hematoencefélica en esta zona (Abizaid et al., 2006).
Proyecta a distintos nucleos hipotaldmicos entre ellos al PVN, al DMH y al HL
(Solomon y Martinez, 2006).

Al inyectar NPY en el PVN estimula el apetito y su administracion repetida
induce obesidad (Williams et al., 2000). El PVN esté localizado en la parte

superior del tercer ventriculo en el hipotalamo anterior, se considera como un
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centro integrador donde convergen una gran cantidad de rutas neurales,
implicadas en la homeostasis energética. Recibe proyecciones del ARC y del
HL. El PVN junto con el DMH se encargan de la iniciacion y mantenimiento de

la ingesta (Solomon y Martinez, 2006).

Figura 7. Anatomia basica del hipotadlamo de la rata, seccion longitudinal. En A para caudal
(derecha) y parte frontal en B. Se muestran las regiones principales implicadas en la
homeostasis energética: Nucleo arqueado (ARC); Nucleo dorsomedial (DMH), hipotalamo
lateral (HL); pituitaria (pit); Nucleo paraventricular (PVN) Nucleo ventromedial (VMH). (Tomada
de Williams et al., 2000)

A nivel periférico, el nervio vago recibe informacién de cualquier sefial del tracto
gastrointestinal producida por la distension, la presencia de nutrientes o
metabolitos, de la sintesis de péptidos en células endocrinas de la pared del
estbmago e intestino, de las sefiales de sabor y textura de los alimentos
(Solomon y Martinez, 2006). Toda esta informacién proveniente de los tejidos
periféricos llega al nucleo del tracto solitario (NTS) que mantiene conexiones

con todo el cerebro al igual que el hipotalamo.

Estos hallazgos encontrados llevan a contradicciones que no permiten aclarar
dicho mecanismo. Sin embargo, esto ha llevado a pensar que OSA es un
sistema distribuido, es decir, participan tanto estructuras centrales como

periféricas, sefiales hormonales y neurales; ya que las diferentes
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manipulaciones experimentales realizadas no eliminaron todos los ritmos de
anticipacion al alimento. Asi mismo, se ha considerado la existencia de un reloj

que aun se desconoce su ubicacion (Mistlberger, 2011).

El alimento como una sefial motivacional

La alimentacion es una conducta motivada. Una conducta motivada esti
compuesta por dos elementos: el componente de anticipacion o apetitiva, que
tiene como objetivo la obtencién de la recompensa, mediante la exploracion, y
el componente de consumacion, este tiene como finalidad el consumo de la
recompensa, se presentan comportamientos como comer, beber (Barbano y
Cador, 2005).

Dicha informacion esta constituido por un sistema de recompensa. Berridge y
Robinson (2003) menciona los elementos de este sistema: el aprendizaje, el

liking y el waiting:

1) Aprendizaje.
Se refiere al conocimiento explicito e implicito, producto del aprendizaje

asociativo o de procesos cognitivos.

Este conocimiento es necesario para predecir la recompensa, para anticipar a

una respuesta, para guiarse por sefales y dirigirlo hacia una accion.

Por ejemplo: estimulos gratificantes como sabores especificos requieren este
conocimiento (explicito e implicito) que se adquiere mediante procesos de
aprendizaje asociativos o cognitivos (Berthound, 2004). El resultado de este
aprendizaje puede ser declarativo (memoria consciente) o de procedimiento
(habitos). Dichas respuestas aprendidas requieren el conocimiento de las

relaciones entre estimulo y conducta.

El aprendizaje asociativo se refiere al condicionamiento pavloviano (asociacion

estimulo- estimulo, o estimulo-respuesta) o al condicionamiento instrumental
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(respuesta- reforzador), es decir, nuestra conducta previa se asocia con sus
resultados (Escobar et al., 2007). Las estructuras cerebrales involucradas son

tanto corticales como subcorticales.

2) Liking

El “liking” (efecto placentero) es el impacto hedoénico inmediato de un estimulo
placentero, es decir, el componente afectivo de la recompensa. Las estructuras
involucradas en este sistema son el NTS, el nacleo parabraquial, la formacion
reticular, el nucleo pallidus ventral y el ntcleo accumbens (NAcc) (Rodriguéz,
2007). Asi como proyecciones ascendentes a través de la via talamica medio
dorsal hacia la corteza gustativa y orbitofrontal, jugando un papel importante en
las reacciones emocionales y en los sentimientos conscientes relacionados con
sensaciones agradables. Ademas parece ser que la corteza prefrontal (CPF) y
cingulada participan en la experiencia consciente y en las valoraciones

subjetivas de placer (Berthound, 2004).

Otro circuito que participa es el sistema opiode, a través de los receptores p-
opiodes del NAcc. En los mamiferos, los agonistas opioides aumentan la
ingesta de alimentos, mientras que los antagonistas opioides la disminuyen,
estos efectos son mayores cuando se presenta una comida sabrosa (Kelley et
al., 2002 citado en Barbano y Cador, 2005; Berridge y Robinson ,2003).

3) Waiting

El “ waiting” es el tercer elemento de este sistema (espera del estimulo), que
involucra un proceso de motivacion consciente e insconsicente, y la relevancia
del estimulo, donde la informacion sensorial (imagénes, sonidos y olores)
transforman el estimulo en algo atractivo y deseado. A diferencia del “liking, en
este componente si participa la neurotransmisiéon dopaminérgica. Estan
involucradas estructuras como las neuronas espinosas del NAcc, la amigdala,
el cerebro anterior y la corteza, todas estas regiones participan en los procesos

de atencion, apredizaje y cognicidn en el “waiting” (Berridge y Robinson, 2003).

Animales de laboratorio sometidos a la ingesta diaria de un alimento apetitoso

(chocolate), sin ser privados de su dieta regular de laboratorio, muestran
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sincronizacion de sus ritmos conductuales y fisioldgicos. Asi como de la
expresion ritmica de genes reloj en el NSQ (Mendoza et al.,2005). En otro
estudio donde se entreg6 por tres semanas chocolate, la interrupcién de este,
generd en las ratas un patron de busqueda y de persistencia al alimento
apetitoso, es decir, las ratas seguian a la espera del chocolate a la misma hora
en que se entregaba. Ademas se reportdé una activacion diferencial en
estructuras corticolimbicas: corteza prefrontal, el nudcleo accumbens, la
amigdala y el talamo (indicado por un aumento de la expesion de la proteina
PER1 (Angeles-Castellanos et al., 2008) y CFos (Challet y Mendoza, 2010).
Esto sugiere que estimulos motivacionales pueden actuar como

sincronizadores de los ritmos biolégicos.

El hipotalamo es una estructura importante para la generacion de motivaciones,
se localiza en la base del cerebro, compuesto por células especializadas que
fungen como controladores, se encargan de monitorear niveles hormonales, la
temperatura corporal y el nivel de glucosa. Ademés recibe informacion de la
periferia acerca del estado funcional de las visceras, de las concentraciones de
oxigeno, de los niveles de energia, de la acidez y salinidad. Este conjunto de
ndcleos manda proyecciones a diversos sistemas para modificar funciones
viscerales, endocrinas y de conducta. Las vias por las que trasmite su sefial al
organismo son el sistema nervioso autdbnomo (viscerales), la hipofisis
(endocrinas, hormonales) y ganglios basales (conductuales). Sin embargo, se
necesita de otras vias neurales para la generacion de motivaciones y
conductas dirigidas a resolverlas, se ha propuesto la interaccion del hipotalamo

con la corteza cerebral y los ganglios basales (Escobar et al., 2007)

El sistema limbico o corticolimbico esta compuesto por la amigdala, la CPF, el
Nacc, el ndcleo de la estria terminalis, el septum lateral y el &rea tegmental
ventral (VTA), que participan en la disociacion, evaluacion y produccion de las
sensaciones hedodnicas “liking” y del componente motivacional “wanting”
(Berthound, 2004; Angeles-Castellanos, 2004). Otra estructura que forma parte
del sistema limbico es la corteza cingulada anterior, que evalia las
consecuencias y genera los estados de satisfaccion o desagrado (Takenouchi
et al., 1999).
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En este proceso también participa el haz mesolimbico que se localiza en el tallo
cerebral. El neurotrasmisor que se libera de este haz es la dopamina. El haz
mesolimbico proyecta al Nacc, que es un subnuicleo ventral de los ganglios
basales Este envia informacién a la corteza cerebral y al sistema limbico.
Simultdneamente estas fibras proyectan al PVN vy las distribuye al sistema
limbico y de regreso al Nacc. Asi forma un circuito donde el Accumbens es una
interfase que une al hipotalamo lateral con otras estructuras corticolimbicas y
los ganglios basales, para motivar la expresién de conductas, asi como la
generacion de sensaciones hedonicas (Escobar et al., 2007). El Nacc también
regula la actividad locomotora y puede tener la funcion de aumentar la actividad
basal durante la fase de anticipacién al incentivo, facilita la ejecucion de la
acciones dirigidas a alcanzar el incentivo (Zahm, 2000 citado en Giordano,
2007).

Larueda de actividad como una sefial sincronizadora

El sistema circadiano responde a diferentes estimulos no luminosos como la
locomocion inducida por estimulos novedosos, el confinamiento a ruedas de
giro (locomocion forzada) y patrones periodicos de ejercicio, que ocasionan un

incremento de la actividad locomotora (Salazar et al., 2007).

Reebs y Mrosovsky (1989) encontraron que la disponibilidad de una rueda de
actividad, ya sea presentada de forma novedosa o continua, puede ser un

potente sincronizador en el hamster.

En ratones un periodo de actividad locomotora forzada induce respuestas de
cambios de fase y sincroniza los ritmos circadianos. Una hora de actividad
locomotora forzada aplicada siempre a la misma hora sincroniza el reloj
biologico. Cabe mencionar que no todas las especies de mamiferos responden
a este tipo de estimulos. Por ejemplo, la rata sometida a 2 6 3 horas de
actividad locomotora forzada en rueda de giro o en privacion de suefio, se
observan efectos moderados en el periodo enddgeno y la sincronizacion solo

se observa en algunos individuos (Salazar et al, 2007).
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Dallmann y Mrosovsky (2006) realizaron un estudio en Hamsters Syrios con un
ciclo L-O 14:10, después se les invirtio el ciclo L-O y tuvieron acceso a una
rueda en la fase de luz del nuevo ciclo. El nivel de iluminacién fue diferente:
para un grupo la luz fue de 6 lux (luz brillante) y para el otro de 1lux (luz tenue).
Bajo la luz de 6 lux, los animales se re-sincronizaron al nuevo ciclo después de
5.7 dias. En cambio el otro grupo tardé més de 28 dias para re- sincronizarse.
Encontrando que la disponibilidad de la rueda bajo el nivel de iluminacion de 1

lux tiene un efecto negativo en el tiempo de re-sincronizacion.

Jones (2003) menciona que en la regulacion del arousal participan varios

sistemas:

1) Las hipocretinas 1 (Hcrtl) y 2 (Hcrt2) son un par de neuropéptidos que
se expresan exclusivamente en neuronas glutamatérgicas del HL. Muestran
una alta actividad de descarga durante la excitacion producida por estimulos
ambientales. De Lecea et al., (2012) explic6 que las hipocretinas juegan un
papel mas especializado en la regulacién de los limites de la transicién de
suefio-vigilia, basado en las relaciones funcionales del hipotalamo (ritmos

circadianos, situaciones metabdlicas y respuestas de estrés).

Las hipocretinas también llamadas orexinas participan en el mantenimiento de
la vigilia y en la activacion conductual. Proyectan a diferentes regiones
cerebrales entre ellas la corteza cerebral, la médula espinal, el locus coeruleus
(LC), a las neuronas colinérgicas del cerebro anterior (Jones, 2003). A través
de estas regiones, la orexina tiene efectos sobre las neuronas a través de los

receptores Hcrtl y Hert2 (Jones, 2004).

2) El locus coeruleus un nucleo conformado de neuronas noradrenérgicas,
localizado adyacente al cuarto ventriculo en el tronco cerebral, implicado en la
regulacion del ciclo suefo-vigilia. Ademéas se le asocia con un aumento del
potencial de membrana cortical y de una desincronizacion cortical para

promover la vigilia, la atencion o la hiperactivacion (De Lecea et al., 2012).
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Aston-Jones y colaboradores (2001), reportaron que el NSQ se comunica
através de una proyeccion indirecta del DMH al LC y confirmaron dichos
hallazgos lesionando el DMH, encontrando que las células del LC disparan
significativamente mas rapido durante la fase de oscuridad (periodo activo en
las ratas Sprague- Dawley) que durante la fase de luz (periodo inactivo),
cuando el DMH es lesionado se eliminan estas diferencias en la actividad de
las neuronas del LC. Este nlcleo se ha asociado a diversos procesos
fisioldgicos, incluida la alimentacion y la homeostasis neuroendocrina vy

autonémica.

3) La formacion reticular es un conjunto de nicleos y fibras nerviosas que
se extienden desde la médula espinal a través del bulbo raquideo, el puente
(protuberencia), el mesencéfalo, el hipotalamo y el tAlamo. Las dendritas de las
neuronas forman aferencias de vias ascendentes y descendentes (Snell, 2010),
tienen la capacidad de inducir el despertar, para alertar, hacer sensible a los
animales y humanos a la entrada sensorial, la capacidad de mantener la vigilia,

el arousal y de elicitar respuestas en ausencia de dichas sefales.

El neurotrasmisor utlizado probablemente es el glutamato, sin embargo, otro
grupo pequefio de neuronas distribuidas a través de la formacion reticular

sintetizan acido gamma-amino butirico (GABA).

4) Las neuronas colinérgicas que sintetizan acetilcolina se encuentran en el
nucleo tegmental laterodorsal (TLD) y en el nicleo tegmental pedunculopontino
(TPP). La estimulacion eléctrica de TLD- TPP provoca la activacion cortical que

se produce durante la vigilia y el suefio REM.

5) Las neuronas dopaminérgicas mesencefélicas ventrales, se localizan en
la sustancia nigra (SN) y el VTA. Las neuronas dopaminérgicas de la SN
proyectan al estriado dorsal y las del VTA a la CPF y al Nacc. Las neuronas
dopaminérgicas participan en la vigilia, en el arousal, en el proceso de atencion
(conductas locomotoras y exploratorias) asociados con estimulos o situaciones
gratificantes, por lo cual, la liberacion de DA es mayor durante situaciones

gratificantes (ingesta de alimentos y consumo de drogas).
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6) Las neuronas que utlizan histamina se localizan en el ndcleo
tuberomamilar del hipotdlamo. Recibe proyecciones del tronco cerebral y de los
sistemas del cerebro anterior y proyecta a la corteza cerebral. Ademas participa

en el mantenimiento de la activacion cortical y la vigilia.

7) Las neuronas serotoninérgicas se localizan en los nucleos del rafe del
tronco encefélico que proyectan al NSQ, descargan con mayor frecuencia
durante la vigilia; durante el suefio lento disminuyen su actividad y se apagan
durante el sueiio REM (Jones, 2003).

SINCRONIZACION Y DESINCRONIZACION DEL SISTEMA
CIRCADIANO

Como se ha dicho, el Nucleo Supraquiasmatico responde al ciclo luz-oscuridad
(estimulo sincronizador) ajustando su periodo y fase a este ciclo. A esto se le
conoce como sincronizacion (Escobar y Angeles -Castellanos, 2007). Este reloj
genera y transmite su ritmo a otras estructuras del cerebro y al resto del

organismo.

Sin la sincronizacién (Figura.8) un organismo no podria ajustar sus funciones a
los cambios que ocurren en el ambiente. Por ejemplo, cuando cambia su
localizacion geografica; entonces la sincronizacién permite que exista
plasticidad en los programas temporales de los organismos. Lo que confiere

una enorme relevancia adaptativa a los ritmos biologicos (Gruart et al., 2002).

Al modificar la sefial ambiental sincronizadora, hay una pérdida de coherencia
entre las fluctuaciones del medio externo y las oscilaciones generadas por el
reloj enddgeno (NSQ), a esté fenomeno se le denomina desincronizacion
externa, también se sabe que hay una pérdida de relacion entre las
oscilaciones del NSQ y el resto del organismo, llamada desincronizacion

interna (Angeles —Castellanos et al., 2007).
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Figura 8. 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 biolégico (NSQ) con el 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 ambiente. En la
desincronizacion interna se plantea que existe una correcta relacion entre el reloj y el medio
externo, pero una alteracién en la salida de sefales ritmicas del reloj hacia el resto del
organismo, que da como consecuencia un desacoplamiento del organismo con su propio reloj.
(Tomada de Salgado et al., 2009).

Alteraciones de los ritmos circadianos

Trabajo nocturno

Una de las alteraciones del sistema circadiano se da en el trabajo rotatorio o en
turnos: consiste en una actividad laboral por turnos, los empleados pueden
trabajar por la tarde o a la mitad de la noche, y trabajar horas extra o jornadas
muy largas; también pueden trabajar algunas veces en horario normal. Estos
cambios ocurren en dias diferentes de una semana o en un mes (Salgado et
al., 2009). El trabajo rotatorio produce una reduccion de las horas del suefio y
una alteracion de los ritmos circadianos, por ejemplo, somnolencia excesiva
cuando el trabajador tiene que estar despierto durante la noche, deterioro de la
capacidad mental, ocasionado por una disminucion del estado de alerta
(American Academy of Sleep Medicine., 2001). Esto ocasiona cansancio y
estrés cronico en el trabajador asociado a tres factores principalmente: 1)

alteracién de los ritmos circadianos, 2) fatiga y alteracion del suefio y 3)
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alteraciones en la vida social y doméstica (Salgado et al., 2009). Estos
sintomas persisten a lo largo del tiempo y van generando problemas de salud y
sociales al tener un estilo de vida diferente al de la pareja, al de la familia o los

amigos.

Jet- lag

Una forma de generar desincronizacion en el sistema circadiano, es a través de
un cambio en el ciclo luz-oscuridad. Un ejemplo de esto es el sindrome del jet-
lag desencadenado al realizar viajes transmeridionales (Waterhouse et al.,
1997). Por ejemplo, si una persona viaja de México a Francia, habr4 una
disociacion transitoria entre el tiempo del medio externo (hora local de Francia)

y el tiempo interno dado por el NSQ (hora local de México).

El jet- lag es reconocido por la Academia Americana de Medicina del Suefio
(2001), como un trastorno de los ritmos circadianos del suefio. Las personas
que llegan a presentar este sindrome son pilotos, aeromozas, atletas, entre
otros. Los criterios para diagnosticar este sindrome (American Academy of

Sleep Medicine., 2001; Sack, 2009) son los siguientes:

1. Alteracion del suefio asociada con viajes transmeridionales (haber
cruzado por lo menos dos husos horarios), no se explica por un trastorno
médico, neuroldgico, mental, o por el uso de medicamentos o abuso de

sustancias.

2. Deterioro de las funciones diurnas, malestar general, trastornos

gastrointestinales, dentro de uno o dos dias después del viaje.

Los sintomas que se presentan son fatiga, dificultad para comenzar o seguir
durmiendo, somnolencia, dolor de cabeza, falta de apetito, indigestion,
disminucién del estado de alerta. Ademas de la pérdida de ritmicidad del ciclo
suefio-vigilia también se presenta una desorganizacion en la alternancia entre
estados de hambre y saciedad, generando sefiales constantes y arritmicas

hacia el sistema circadiano, a su vez transmitiendo sefiales arritmicas al resto
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del organismo en particular a los procesos metabdlicos, es decir, hay una
pérdida de la alternancia entre estados anabdlicos y catabdlicos a lo largo del
dia (Staels, 2006).

La velocidad con que el reloj se reajusta a esta nueva sefal es lenta
(Waterhouse et al., 1997) aproximadamente un dia por cada hora del huso de
horario atravesado (Arendt, 2009). Por otro lado la pérdida de relacion de fase
entre el reloj biolégico y el medio externo, redunda en una alteracion en la
salida de sefiales ritmicas o bien en la transmisién de estas a los efectores, que
da como consecuencia un desacoplamiento entre los tejidos periféricos con el

reloj.

Segun la direccién del viaje se genera un adelanto (este) o retraso (oeste) en la
fase de la sefial sincronizadora (L-O). La gravedad y la duracion de los
sintomas varian de acuerdo al nimero de husos horarios atravesados, de la
direccion del viaje: este u oeste, (generalmente los viajes al este se han
asociado con una mayor duracion de los sintomas) y de la susceptibilidad de
cada individuo (American Academy of Sleep Medicine, 2001) y disminuyen
cuando el sistema circadiano se ajusta a la nueva zona horaria (Waterhouse et
al., 2007). Por lo tanto, acelerar la adaptacion es un objetivo primordial (Arendt,
2009).

Estrategias de re-sincronizacion

La re-sincronizacion se define como el acoplamiento de los ritmos circadianos a
un nuevo ciclo L-O después de un cambio de este. Puede estar influenciado
por una gran variedad de factores, por lo que se han estudiado diferentes
estrategias para prevenir el jet-lag, entre ellas: la administracion de melatonina,

la fototerapia, la alimentacion y la actividad fisica.

Fototerapia

El ciclo luz- oscuridad tiene una gran influencia en el reloj circadiano interno. La

exposicion a la luz natural es un mecanismo para contrarrestar el jet- lag, sin
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embargo, no siempre es posible exponerse a esta luz ya que esta exposicion
varia de acuerdo al momento del viaje, la temporada del afio y la actividad del
viajero (Sack, 2009), por lo que la luz artificial es una opcién que simula la luz
del sol durante periodos breves. Dicha exposicion puede realizarse con ayuda

de una caja de luz, una lampara o un visor de luz (Choy y Salbu, 2011).

En un estudio de Boulos et al., (2002) las personas fueron expuestas a tres
horas de luz brillante blanca (3000lux) o a una luz tenue roja (10lux) a las 19:00
(hora local) en las primeras dos noches después de un vuelo hacia el oeste de
Zuarich a Nueva York. Se encontré un retraso de fase de 1h en el inicio de
liberacion de melatonina observado en la saliva (DLMO) en el grupo de luz

brillante.

Otra herramienta empleada es el uso de gafas oscuras que ayuda a evitar los
cambios ocasionados por la luz, esto es muy importante ya que la exposicion a
la luz ocasiona adelantos y retrasos de fase, y una exposicion inadecuada a la
luz puede generar cambios no deseados en el sistema circadiano. Por ejemplo,
después de un vuelo del Reino Unido a Los Angeles (ocho zonas horarias al
oeste), es necesario que los sujetos se expongan a la luz entre 13:00 a 19:00
hora local (equivalente a 21:00 - 03:00 tiempo interno del cuerpo) y debe
evitarse la luz entre 21:00 a 03:00 hora local (equivalente 05:00 -11:00 tiempo
interno). Por el contrario, después de un vuelo de Reino Unido a Hong Kong
(ocho zonas horarias al este) debe exponerse a la luz entre 13:00 a 19:00 hora
local (equivalente a 05:00 - 11:00 tiempo interno del cuerpo) y debe evitarse la
luz de 05:00 a 11:00 hora local, equivalente a 21:00 - 03:00 tiempo interno
(Waterhouse, 1999). Ademas para los viajeros es mas sencillo traer consigo
unas gafas que fuentes de luz artificiales, también se han reportado
consecuencias negativas para el humano al exponerse a luz artificial brillante,

como dafios en el cristalino o la retina (Sack, 2009).

Si uno desea utilizar la luz como una estrategia para facilitar el ajuste del
sistema circadiano se aconseja tomar en cuenta el tiempo de exposicion, la
intensidad y posiblemente la composicion espectral (luz blanca, luz roja, etc.),

ya que pueden presentarse cambios que uno no desea y los diferentes tipos de
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luz tienen propiedades y usos distintos, a modo de ejemplo, la luz enriquecida
con azul tiene una mayor eficacia en el mantenimiento de la vigilia, la calidad y

el tiempo de suefio en un entorno de oficina urbana (Arendt, 2009).

Melatonina

La melatonina u hormona de la oscuridad es secretada por la glandula pineal,
es una molécula pequefia y lipofila que atraviesa las membranas celulares. Una
de sus funciones mas importantes es la de difundir la sefial sincronizadora del
NSQ hacia el resto del organismo. Esta hormona se difunde en las células del
cuerpo y puede ejercer sus funciones en cada célula u 6rgano que pueden leer
su mensaje. De esta manera las células u o6rganos “saben” si es de dia
(melatonina en bajas concentraciones) o de noche (altas concentraciones)
(Ortiz-Tudela et al, 2011). Ademéas se ha utilizado como tratamiento
terapéutico para aliviar los trastornos de los ritmos circadianos (el jet- lag, el
trabajo por turnos), los trastornos del suefio y trastornos del ciclo suefio- vigilia
en personas ciegas (Vasconcelos, Rios et al., 2010). Debido a estas
caracteristicas se le ha considerado como un cronobi6tico: cualquier sustancia
administrada de manera exégena capaz de cambiar la fase o aumentar la

amplitud de ritmos circadianos (Arendt, 2009; Cardinali et al., 2011).

La secrecion de melatonina se produce durante la noche; si la exposicion a la
luz se da durante la noche, se presentaran dos efectos: 1) activa al NSQ, a su
vez inhibe la inervacion simpética de la glandula pineal, lo que conduce a una
inhibicion de la melatonina, y 2) induce cambios de fase en el ciclo de actividad
circadiana del NSQ (Stephan, 1992). Se cree que esta inhibicion es a través de
fibras descendentes desde el NSQ que proyectan al ganglio cervical superior
(GCS) de las fibras simpaticas Las fibras postganglionares del GCS inervan a

la glandula pineal y a los ojos (Redfern, 1989).
La inyeccion diaria de melatonina puede sincronizar los ritmos circadianos,
como sugiere el siguiente estudio en animales de laboratorio que presentan

ritmos de actividad en corrimiento libre (free- running) y la inyeccion diaria de
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melatonina puede sincronizar este ritmo. Esto ocurre cuando la administracion
se presenta con el inicio de la fase de actividad o su noche (Cassone et al.,
1986).

Arendt et al., (1986) realiz6 un estudio con seres humanos, un grupo se trato
con placebo y a otro grupo se le pidié que tomaran 5mg/dia de melatonina tres
dias antes de viajar (6:00 p.m.), y después del vuelo, durante cuatro dias antes
de irse a la cama de la nueva hora local (11:00pm). En estos sujetos los
sintomas fueron menos graves y se ajustaron mas rapidamente los ritmos de
melatonina enddégena y cortisol en comparaciéon con el grupo tratado con
placebo (Choy y Salbu, 2011).

En un meta-andlisis de 10 ensayos (datos de base Cochrane), Herxheimer y
Petrie (2002) concluyeron que la melatonina administrada antes de acostarse
en el lugar destino (22:00h) fue efectiva para disminuir los sintomas de jet- lag
en viajeros transmeridionales que cruzaron cinco o mas zonas horarias. La
ingestion de dosis diarias de 0.5 a 5.0 mg fue eficaz para prevenir o reducir el
jet-lag (Venkataramanujan et al., 2008) y acelero la adaptacion al nuevo horario
local (Sack, 2009).

Los efectos adversos de la administracién de melatonina que se han reportado
son somnolencia diurna, mareos, dolor de cabeza y falta de apetito (Redfern,
1989; Choy y Salbu, 2011), pero aun no queda claro si son los efectos de la

melatonina o del jet- lag.

Alimento

Como ya se ha mencionado el alimento es un potente sincronizador de los
ritmos circadianos, por lo cual, se ha empleado como estrategia de re-

sincronizacion después de inducir el fenémeno de jet- lag.

Angeles-Castellanos et al., (2011) realizé un estudio en el que caracterizé la
influencia de la restriccibn del acceso al alimento y la administracion

subcutanea de melatonina (1mg/kg) en la re-sincronizacion de los ritmos de
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actividad locomotora y temperatura, después de un avance de fase de 6 horas
del ciclo luz-oscuridad (6PA-LD) en ratas. Encontrando que si la restriccién de
alimento se realiza simultdnea al avance de fase (al inicio de su noche),
disminuye el nUmero de dias transitorios para ajustarse al nuevo horario, tanto
en el ritmo de actividad locomotora como de temperatura, en comparacion con
animales a los que se les hizo el avance de fase del ciclo luz- oscuridad sin

ninguna manipulacion de alimentacion o melatonina (Figura 9).
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Figura 9. Representacion de actogramas en doble- plot de 3 grupos que recibieron tratamiento
(indicado con una barra rayada oscura) durante 5 dias y simultaneamente un avance de fase
de 6 horas (flecha izquierda): solucion salina (A), melatonina (D) y el horario de alimentacién
restringida (RFS; G. La media de las acrofases + SE resultado del analisis de cosinor para la
actividad locomotora, que esta representado en B para la solucion salina, en E para la
melatonina, y en H para RFS. Acrofases + SE de la temperatura central se representan en C
para la soluciéon salina, en F para la melatonina y en | para RFS. Los asteriscos indican
diferencias significativas con la nueva fase esperada (linea punteada) (T-Student, p < 0.05)
después de un avance de fase del ciclo luz- oscuridad (Tomada de Angeles-Castellanos et al.,
2011).
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El grupo de Carneiro y Araujo (2011) también demostr6 que ratas sometidas a
un 6PA-LD y con RA, los ritmos de actividad locomotora se re-sincronizan mas
rapido en comparacion con el grupo control mantenidos en alimentacién ad-
libitum, este grupo necesitd casi el doble de dias para la re-sincronizacién en
comparacion con el grupo RA (Figura.10). Ademas sugieren que dicho
protocolo puede afectar la actividad del NSQ durante la etapa de re-

sincronizacion.
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Figura 10. Numero de dias necesarios para un completo avance de fase de 6 horas del ciclo
L-O. El grupo control ad- libitum tardé 7.83 = 1.24 dias para presentar un avance de fase,
mientras el grupo RA tardo 4.42 dias + 0.9 dias. Tomada de Carneiro y Araujo, 2011).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Como ya se menciond, las personas que se ven expuestas a cambios bruscos
del ciclo luz-oscuridad, producto de realizar viajes transmeridionales,
desarrollan el sindrome del jet-lag. El sindrome del jet-lag se caracteriza por
cansancio, irritabilidad, dificultad para dormir y pérdida de apetito, a
consecuencia de una desincronizacién interna. Por lo que se plantea estudiar
en roedores nocturnos si la manipulacion de los horarios de alimentacion
normal y apetitosa (chocolate), o la activacion generada por el alimento
(arousal) a través de una rueda de lenta rotacion, permite una re-sincronizacion
mas rapida de los ritmos conductuales y de temperatura después de un avance
de fase de 6 horas del ciclo luz-oscuridad (6PA-LD), con la finalidad de mejorar

las condiciones generales de los individuos expuestos a este trastorno.
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OBJETIVO GENERAL

El presente proyecto propone la manipulaciéon del horario de alimentacion
utilizando alimento normal por 12 horas o apetitoso (Chocolate, 5g). Asi como
el acceso a una rueda de actividad forzada durante 1 hora, para acelerar la re-
sincronizacion después de un avance de fase de 6 horas del ciclo luz-oscuridad

(jet-lag) en ratas.

Objetivos Especificos

Objetivo 1. Determinar la efectividad de la entrega de alimento (12h) al inicio de
la nueva fase de oscuridad o al inicio de la fase de oscuridad previa,
simultaneas a un avance de fase de 6 horas (jet-lag), en la re-sincronizacion de

ritmos conductuales y de temperatura.
Hipotesis 1

» La entrega de alimento durante la nueva fase de oscuridad, después de un
avance de fase de 6 horas, reducird el nimero de ciclos transitorios de la
actividad locomotora y temperatura con respecto al grupo control, sin

alimento restringido temporalmente.

Objetivo 2. Determinar si la re-sincronizacion es ocasionada por un efecto
metabdlico mediante la entrega de alimento apetitoso (chocolate, 5g), o
generada por la actividad locomotora que genera la restriccion de alimento,
mediante el acceso a una rueda (1hora), al inicio de la nueva fase de oscuridad

simultaneo a un avance de fase de 6 horas (jet-lag).
Hipotesis 2

> Si la re-sincronizacion no depende solo de eventos metabdlicos, entonces,
la entrega de chocolate (5g) al inicio de la nueva fase de oscuridad
simultdnea a un avance de fase de 6 horas reducird el nimero de ciclos

transitorios de la actividad locomotora y temperatura.
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» Si la re-sincronizacion depende de la activacion (arousal) generada por el
alimento, entonces, el acceso a una rueda de actividad por una hora al
inicio de la nueva fase de oscuridad, simultaneo al avance de fase, reducira

el numero de ciclos transitorios de la actividad locomotora y temperatura.

METODOLOGIA

Animales y condiciones generales de bioterio

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron 37 ratas de la cepa Wistar con
un peso inicial de 250 y 300 gramos, como modelo nocturno, que se obtuvieron
del bioterio general de la Facultad de Medicina. Los animales se mantuvieron
en el bioterio del departamento de Anatomia, en cajas de acrilico transparentes
(45x30x35cm), bajo condiciones de luz-oscuridad en ciclos de 12:12,
temperatura ambiente controlada (22° C), con acceso libre al alimento (Purina

Chow) y agua.

Disefio experimental (Modelo de jet-lag)

Grupos alimento y avance de fase

o Control (numero de sujetos (n)=5).
. Jet-lag y alimento durante la fase de oscuridad del ciclo L-O de la linea
base (n=8).

o Jet-lag y alimento durante la fase de oscuridad del nuevo ciclo L-O (n=8).

Para esta etapa del experimento los tres grupos estuvieron bajo las siguientes

condiciones (Figura. 11):

Linea base: se mantuvieron bajo un ciclo luz- oscuridad 12:12, el encendido de
la luz a las 07:00 horas (ZTO) y el apagado de la luz a las 19:00 horas (ZT12)

con agua Yy alimentacion ad- libitum por 9 dias.
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Jet-lag: se les hizo un avance de fase de 6 horas (encendido de la luz 01:00
horas, ZT0), y se mantuvieron en este nuevo ciclo por 12 dias con la siguiente
manipulacién indicada en el horario de alimentacion:

o Para el grupo control: simultaneo al avance de fase del ciclo de luz-

oscuridad, su alimentacién continué siendo ad- libitum.

o El grupo Jet- lag y alimento durante la fase de oscuridad del ciclo L-O de
la linea base:

Simultaneo al adelanto de fase del ciclo de luz-oscuridad, el alimento se le
entreg6 por 12 horas al inicio de su fase de oscuridad del ciclo L-O de la linea

base.

o Jet- lag y alimento durante la fase de oscuridad del nuevo ciclo L-O:

Para este grupo fue el mismo procedimiento que el anterior, solamente que el
alimento se le entreg6é por 12 horas durante la fase de oscuridad del nuevo
ciclo luz-oscuridad, recordemos que las ratas son animales nocturnos y para

estos mamiferos el momento de oscuridad es el de mayor actividad.

ZTO ZT12
Luz __Oscuridad JE ZTo
: R\ Luz Oscuridad

A

»‘ Linea base '
i -< Linea base

! Avance de fase 6 horas

Avance de fase 6 horas

Figura 11. Esquema del disefio experimental para la etapa de alimento y avance de fase, donde
ZTO representa la hora en que se enciende la luz y ZT12 la hora en la que se apaga. En la condicion
A) se muestra la linea base con un ciclo L-O 12: 12, y el avance de fase de 6 horas del ciclo L-O,
con libre acceso al alimento. En B) la linea base, y el avance de fase de 6 horas simultaneamente
con acceso al alimento (12 horas) durante la fase de oscuridad del ciclo L-O de la linea base, y en
C) la linea base con un ciclo L-O 12:12, seguido del avance de fase de 6 horas y con acceso al
alimento (12 horas) en la nueva noche del ciclo L-O. En rojo se muestra la fase en la que se le
entregaba el alimento.
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Grupos rueda y chocolate

o Jet- lag y acceso a una rueda de actividad forzada al inicio de la fase de
oscuridad del nuevo ciclo L-O (n=8).

o Jet-Lag y chocolate al inicio de la fase de oscuridad del nuevo ciclo L-O
(n=8).

Para esta segunda etapa los grupos estuvieron bajo las siguientes condiciones
(Figura. 13):

Linea base: se mantuvieron bajo un ciclo de luz-oscuridad 12:12 horas, con el
encendido de luz a la 07:00 horas (ZT0) y el apagado de la luz a las 19:00

horas (ZT12) con agua y alimentacion ad libitum por 9 dias.

Jet-lag: se realiz6 un avance de fase de 6 horas del ciclo luz-oscuridad
(encendido de la luz 01:00 horas (ZTO) y se mantuvieron en el nuevo ciclo por

12 dias con la siguiente manipulacién indicada:

. Jet- lag y acceso a una rueda de actividad forzada al inicio de la fase de
oscuridad del nuevo ciclo L-O: simultaneo al avance de fase del ciclo luz-
oscuridad, este grupo tuvo acceso a 1 hora de actividad en una rueda (fueron

colocadas en la rueda y después se regresaron a sus cajas (Figura.12).

Figura 12. Rueda de actividad. La rueda cuenta con cuatro subdivisiones, en cada subdivision
se mantiene una rata. Las rotaciones lentas (1 revolucion por cada 3 min) de la rueda
mantienen activas a las ratas(Salgado, 2009).
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. Jet-Lag y chocolate al inicio de la fase de oscuridad del nuevo ciclo L-O:
Simultdneo al cambio de horario, se les entreg6 5grs de chocolate kinder- maxi

al inicio de la nueva fase de oscuridad.

ZT0 T2
A) Luz eI [ED
s B SIS Oscuridad
x Linea base B - Linca base
& Avance de fase 6 horas Avance de fase 6 hora
e | | (RT3 Oscuridad
ZT70 712 - nz

Figura 13. Esquema del disefio experimental para los grupos rueda y chocolate, donde ZTO
representa la hora en que se enciende la luz y ZT12 la hora en la que se apaga. En la
condicion A) se muestra la linea base con un ciclo L-O 12: 12, y el avance de fase de 6 horas
del ciclo L-O, simultaneo al acceso a una rueda (1hora) de lenta rotacion al inicio de la nueva
fase del ciclo L-O. En B) la linea base con un ciclo L-O 12: 12, después el avance de fase de 6
horas, simultdneamente se les dio 5grs de chocolate al inicio de la nueva fase del ciclo L-O. En
rojo se muestra la fase en la que recibieron el chocolate o el acceso a la rueda.

METODOS Y TECNICAS GENERALES

Induccion de Jet-lag

Para generar el modelo de Jet-Lag experimental en nuestras ratas, se
mantuvieron en forma individual en cajas de acrilico de 45x30x35cm. Dentro de
gabinetes aislados propios del sistema automatizado de registro conductual
(Spad9, Omnilava, México) con la capacidad para la programacién del ciclo luz-

oscuridad.

Primero se mantuvieron bajo un ciclo de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad (encendiéndose la luz a las 07:00 horas) por 9 dias, después se
realiz6 un cambio en el horario de encendido de la luz con un adelanto de 6

horas (encendido de la luz a las 01:00 horas). Este procedimiento simula un
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viaje transmeridional y genera el sindrome de jet-lag (Angeles-Castellanos et
al, 2011).

Registro Conductual

La determinacion del patron de ritmicidad conductual en las ratas se realiz6 por
medio de un sistema de registro automatizado. Se colocé una caja de
acrilico donde se mantuvo al sujeto, debajo de las cajas habitacion, se coloco
una placa de acero inoxidable equipada con sensores de movimiento
adaptados en sus 4 extremos, los cuales detectan la presién que genera la
actividad locomotora general o el movimiento del roedor en el interior de la caja

de acrilico.

Los movimientos de las ratas son transformados a pulsos analégicos que son
colectados por un sistema computarizado Spad9, que se almacenan en
unidades de 1-5 minutos, estos datos se representan como actogramas. Un
actograma es un conjunto de histogramas en doble plot, es decir, se muestra la
misma representacion grafica dos veces a lo largo de un periodo de tiempo
determinado. Cada linea horizontal representa dos dias, y los recuadros negros
en la parte superior representan las horas de oscuridad y los blancos las horas
de luz. Esto permiti6 observar y determinar la organizacion temporal bajo las

distintas condiciones.
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Figura 14. Actograma de la actividad locomotora en doble plot. Los recuadros blancos
representan la fase de luz y los negros la fase de oscuridad. Cada linea horizontal representa
dos dias y las barras negras verticales representan la actividad (Tomada de Carneiro y Araujo,
2011).

Registro de Temperatura

La temperatura corporal se registrO a través de un sensor intraperitoneal
(iButton Sensor Temperature Logger; Maxim Integrated Products, Dallas
Semiconductor, USA), previamente programados. Los sensores almacenaron
la informacion por intervalos de 30 minutos a lo largo de todo el dia de cada dia

del experimento

Para el implante del sensor de temperatura, se realizé un corte en la region
abdominal supra pubica de un centimetro aproximadamente y se disecO por
planos hasta la cavidad peritoneal donde se deposita el sensor en condiciones
estériles. Se sutura la incisiébn con sutura de seda calibre 4-0. Todo el
procedimiento quirlrgico se realiz6 bajo técnicas de asepsia y antisepsia

quirargicas.

Al finalizar el experimento este sensor se retiré y se obtuvieron los datos a

través de un sistema computarizado.
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Para ambas variables (actividad locomotora y temperatura corporal), los datos
fueron normalizados debido a la diferente sensibilidad de cada sensor. La
actividad diaria total es 100%. Una vez normalizadas las cuentas de actividad y
temperatura diaria; se determinaron los picos de maxima expresion (acrofase),
mediante un analisis de cosinor que se basa en el ajuste de una curva
sinusoidal y por estimacion algebraica determina el momento de méaxima

expresion de un ritmo, mediante el programa de analisis MATLAB.

Después de obtener las acrofases de todos los dias, se obtuvo el promedio +
error estandar (SE), tanto de la linea base y del avance de la actividad
locomotora y temperatura al cambio de horario en el protocolo. Enseguida se
procedié a hacer un mapa de acrofases de todas las ratas, utilizando la media
de estas como indicadores. Las gréficas se realizaron con el programa Sigma

Plot version 11.

Anédlisis estadistico

Para el estudio cuantitativo, se realiz6 una comparacion de la velocidad de re-
sincronizacion de los animales, utilizando el promedio de las acrofases de la
actividad locomotora y temperatura en cada condicién experimental. Se utilizo
la distribucion t-Student para muestras independientes para determinar si hubo
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), entre la media de la
acrofase de los dias transitorios (los dias necesarios para la re-sincronizacion
al nuevo ciclo L-O) después 6PA-LD y la nueva fase esperada (N-ZT) después
del avance. Este valor es el punto temporal donde se espera el pico madximo o
acrofase después de la manipulacion. La nueva fase esperada se calculd
restando 6 horas a la media de la acrofase de la linea base. Los dias en los
que la acrofase tanto de la actividad locomotora o temperatura fue diferente
significativamente de la nueva fase esperada, se consideraron los ciclos
transitorios. Un animal estd re-sincronizado cuando no hay diferencias
significativas entre la acrofase media diaria del avance y la nueva fase

esperada.

Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa de estadistica

“Statistica, version 8.

48

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)



http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

RESULTADOS

Etapa alimento y avance de fase

En esta etapa se determiné la efectividad del acceso al alimento durante la
nueva fase de oscuridad o bien durante la fase de oscuridad previa (12hrs),
simultaneas a un avance de fase de 6 horas (jet- lag) en la re-sincronizacion de
ritmos conductuales y de temperatura (Objetivol). Para lo cual se obtuvieron

los actogramas y los mapas de acrofases de los siguientes grupos:

e Control.
e Jet- lag y alimento durante la fase de oscuridad del ciclo L-O de su linea
base.

e Jet- lag y alimento durante la fase de oscuridad del nuevo ciclo L-O.

En el siguiente actograma de actividad locomotora de una rata del grupo
control (Figura 15A) se observé un ritmo claro sincronizado al ciclo L-O durante
la linea base: la mayor cantidad de actividad se presentd durante la noche
(recuadro negro) y la menor actividad en su fase de reposo durante el dia
(recuadro blanco). Después del 6PA-LD se observaron varios dias de transicion
(ciclos transitorios). La actividad locomotora requirié de 9 ciclos transitorios
para llegar a la nueva fase esperada y la temperatura tard6 8 dias en re-
sincronizarse (p<0.05, t de Student; Figura 15 B y C). Durante la linea base y el

6PA-LD la alimentacion fue ad- libitum.
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Figura 15. Actograma de la actividad locomotora del grupo control, con alimento ad- libitum y 6PA-
LD (A). Mapa de acrofases + SE de la actividad locomotora (B), y temperatura (C). La linea base
se encuentra en la parte superior derecha. Se representa el 6PA-LD con una flecha. Los
rectangulos blancos representan la fase de luz y los negros la fase de oscuridad. Los
asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas comparado con la nueva ZT
esperada (punto temporal donde se espera el pico maximo o acrofase después de la
manipulacion, linea punteada) y el promedio de las acrofases *=p<005
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Los grupos experimentales jet-lag y alimento durante la fase de oscuridad del
ciclo L-O de su linea base (Figura 16A) o alimento durante su fase de
oscuridad del nuevo ciclo L-O (Figura 17A) mostraron ritmos sincronizados al
ciclo L-O. Después 6PA-LD, la actividad locomotora en el grupo donde el
alimento se entreg6 en la fase de oscuridad de la linea base (Figura 16B) no
muestra sincronizacion de las acrofases ya que tard6 mas de 12 ciclos
transitorios para re-sincronizarse, mientras que la temperatura requirié 11 ciclos
transitorios (p<0.05, t de Student). Cabe mencionar, que después de
interrumpir el protocolo de alimentacion las ratas fueron capaces de re-
sincronizarse al nuevo ciclo L-O (datos no mostrados).
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Figura 16. Actograma de la actividad locomotora del grupo alimento durante la fase de
oscuridad del ciclo L-O de su linea base simultdnea a un 6PA-LD (A). Mapa de acrofases + SE
de la actividad locomotora (B), y temperatura (C). El recuadro rojo muestra el momento del
acceso al alimento. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
comparado con la nueva ZT esperada (linea punteada) y el promedio de las acrofases
*=p<.005
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Para el grupo con alimento en la nueva fase de oscuridad, mostré su actividad

re-sincronizada en 4 ciclos donde mostro actividad transitoria (Figura.17B), la

temperatura (Figura.17C) tardd6 3 dias en re-sincronizarse (p<0.05, t de

Student).

El ajuste al nuevo ciclo L-O fue mas rapido que en el grupo control y el grupo

con alimento en la noche previa (véase Tabla 2).
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Figura 17. Actograma de la actividad locomotora del grupo alimento durante su fase de oscuridad
del nuevo ciclo L-O simultdneo a 6PA-LD (A). Mapa de acrofases + SE de la actividad
locomotora (B), y temperatura (C). El recuadro rojo muestra el momento del acceso al alimento.
Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas comparado con la nueva ZT
esperada (linea punteada) y el promedio de las acrofases *=p<.005
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Etaparueday chocolate

En esta etapa se determing si la re-sincronizacion es ocasionada por el efecto
metabdlico, generado por el alimento restringido por 12 horas al dia. Mediante
la entrega de alimento apetitoso (chocolate, 5g) se traté de eliminar el efecto
metabdlico. Por otro lado, utilizando el acceso a una rueda de actividad forzada
(Lhora) que simulo la actividad anticipatoria al inicio de la nueva fase de
oscuridad simultdneo a un avance de fase de 6 horas (Objetivo 2). Para ello se
observé el ritmo de actividad locomotora y el de temperatura, obteniendo

actogramas y mapas de acrofases para los dos grupos.

Durante su linea base se observaron ritmos claros sincronizados al ciclo L-O en

ambos grupos (ver Figuras 18Ay 19A).

La actividad locomotora del grupo de actividad forzada en la rueda (Figura.18B)
requiri6 9 ciclos transitorios para llegar a la nueva fase esperada, y la
temperatura (Figura.18C) tardd 10 dias (p<0.05, t de Student). Lo que indica
que la actividad forzada no es suficiente para disminuir los ciclos de re-

sincronizacion.
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Figura 18. Actograma de la actividad locomotora del grupo con acceso a una rueda (1 hora)
durante su fase de oscuridad del nuevo ciclo L-O (A) simultaneo a 6PA-LD. Mapa de acrofases +
SE de la actividad locomotora (B), y temperatura (C). El recuadro rojo muestra el momento del
acceso a la rueda. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas comparado
con la nueva ZT esperada (linea punteada) y el promedio de las acrofases *=p<.005
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El grupo con acceso a 5 gramos de chocolate en la nueva fase de oscuridad,
su ritmo de actividad locomotora llegé a la fase esperada en 4 dias (Figura.
19B) y el de temperatura (Figura.19 C) requiri6 5 dias (p<0.05, t de Student).
La re-sincronizacion de los ritmos de actividad locomotora y temperatura fue

mas rapida que en el grupo control.
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Figura 19. Actograma de la actividad locomotora del grupo con acceso a 5grs de chocolate
durante su fase de oscuridad del nuevo ciclo L-O simultaneo a 6PA-LD (A). Mapa de acrofases
+ SE de la actividad locomotora (B) y temperatura (C). La linea roja muestra el momento del
acceso al chocolate. Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas
comparado con la nueva ZT esperada (linea punteada) y el promedio de las acrofases
*=p<.005
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En la Tabla 2 se muestran los resultados obtenidos para la etapa 1y 2, se
observa claramente que los ritmos de actividad locomotora y temperatura
necesitan aproximadamente el mismo nimero de dias para re-sincronizarse en
el grupo con alimento normal o chocolate en la nueva noche. Sin embargo, el
grupo con alimento chow durante 12 horas en la fase de oscuridad de la linea
base tardo mas dias en re-sincronizar su actividad locomotora y temperatura

gue el grupo control.

Tabla 2. Dias necesarios para la re-sincronizacion después de un avance de fase de 6 horas.

Alimento Alimento Arousal
sabroso
Ad- Noche Nueva Chocolate | Actividad en
libitum previa noche unarueda
Actividad 9 +12 4 4 9
locomotora
Temperatura 8 11 3 5 10
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DISCUSION

Este estudio demuestra que la alimentacion programada al inicio de la nueva
fase de oscuridad simultanea a un avance de fase de 6 horas acelera la re-
sincronizacion de los ritmos de actividad y temperatura. Estos resultados son
similares a los reportados por Carneiro y Araujo (2011) y Angeles-Castellanos
et al (2011). En el primer estudio se hizo 6PA-LD y el alimento se entregd
durante dos horas, de ZT17 a ZT19 (a la mitad de su nueva noche) mostrando
que la alimentacion programada efectivamente acelera la re-sincronizacion del

ritmo circadiano de actividad (requirio 8 dias aproximadamente; Figura. 20).

A Zeitgeber time B Zeitgeber time
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— - ¥ o —— i
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Figura 20. Actogramas en doble plot de los animales (A) Ad- libitum y (B) RA. En el dia 19 el
ciclo L-O se adelanté por 6 horas en ambos grupos, el grupo RA (B) sélo recibié comida
durante dos horas (en medio de la fase de oscuridad), mientras el grupo control (A) tuvo
comida ad- libitum (Tomada de Carneiro y Araujo, 2011).

Angeles- Castellanos et al., (2011) reporté que cuando el alimento se entrega
durante dos horas simultdneo al 6PA- LD, la re-sincronizacion de los ritmos
circadianos de temperatura y actividad son mas rapidos que en el grupo control

con alimentacion ad-libitum.
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Otro hecho es que cuando el alimento se entregd en la fase de oscuridad del
ciclo L-O de la linea base, la re-sincronizacion se vio afectada, es decir, la
actividad locomotora y la temperatura tardaron mas dias en re-sincronizarse en
comparacion con el grupo control. Sugiriendo que no es una buena estrategia
para restablecer la ritmicidad en los individuos sometidos a jet-lag. Lo que hizo
pensar que al tener dos sefiales tan importantes para el sistema circadiano
como el alimento y el ciclo L-O en desfase una con otra, la luz deja de ser el
sincronizador mas dominante y compite con el alimento (Dallmann vy
Mrosovsky, 2006), generando un conflicto entre sincronizadores y generando

una respuesta aberrante del sistema circadiano.

Con estos hallazgos podemos mencionar que el alimento puede modular la re-
sincronizacion de los ritmos de actividad locomotora y temperatura controlados
por el NSQ, en condiciones como el jet-lag (Angeles-Castellanos et al., 2011).
La alimentacion programada al inicio de la actividad genera una suma de
respuestas en el sistema circadiano, la cual puede ocasionar una re-
sincronizacion mas rapida (alimento al inicio de la fase de oscuridad) o incluso

evitar una sincronizacion (Carneiro y Araujo, 2011; Nagano et al., 2003).

Se sabe que el alimento no es el sincronizador mas efectivo para el NSQ. En
un estudio realizado en ratones se encontr6 que bajo RA osciladores
periféricos responden al alimento sin afectar la fase de expresion de genes
circadianos en el reloj biolégico en condiciones de L-O y O-O (Damiola et al.,
2000). Los genes reloj en el higado y la corteza cerebral también responden al
alimento, incluso cuando el NSQ esta lesionado (Shibata et al., 2010). Se ha
reportado que bajo ciertas circunstancias el alimento puede afectar al reloj
bioldgico, una de ellas es una dieta baja en calorias. Bajo esta condicion
hipocaldrica posiblemente se altera el estado metabdlico al generar un balance
negativo de energia que afecta la funcion del NSQ (Challet y Mendoza, 2010).

Otro hallazgo importante se observé con la entrega de chocolate en la nueva
noche. Se encontr6 que los ritmos circadianos ya mencionados se re-
sincronizan igual de rapido que el grupo con alimento normal en la nueva
noche. Mendoza et al (2005) y Angeles-Castellanos et al (2008) han reportado

que en animales de laboratorio sometidos a la ingesta diaria de un alimento
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apetitoso, muestran sincronizacion de sus ritmos conductuales y algunos
fisioldgicos. Lo novedoso de este estudio es que el chocolate se empleé como
una estrategia de re-sincronizacion para el jet-lag. Descartamos que nuestros
resultados se deban a un estado metabdlico negativo, ya que nuestras ratas no
fueron privadas de su dieta normal, esto sugiere que el componente
motivacional tiene un papel importante en dicho proceso. El chocolate por su
sabor y el alto valor hedoénico con el que se le asocia puede motivar a ratas a
consumirlo aun sin que se presente una necesidad metabdlica (Barbano y
Cador, 2005).

Aun se desconoce que componentes del chocolate pueden estar generando
este efecto de re-sincronizacion. Algunos componentes que se han
considerado se refieren a la calidad de los alimentos (sélidos y liquidos), el
contenido de calorias, la cantidad de nutrientes contenidos y el sabor, por
altimo la fisiologia de la especie (Challet y Mendoza, 2010). Experimentos
posteriores tendran que llevarse a cabo para determinar el papel de los

diversos componentes.

En un estudio reciente Mendoza et al (2010) reportd en ratones con acceso a
chocolate un aumento de dopamina en el Nacc, en la corteza prefrontal y en el
caudado-putamen en comparacion con ratones alimentados con dieta normal

(chow).

Como ultimo punto el grupo con acceso a una hora de rueda en la nueva fase
de oscuridad, tardé aproximadamente el mismo tiempo en re-sincronizarse que
el control (véase Tabla.2). La rueda en la nueva noche y simultanea al 6PA-LD,
no fue una sefial tan poderosa como el chocolate o el alimento en la nueva
noche para acelerar la re-sincronizacion de los ritmos circadianos de
temperatura y actividad locomotora. Por lo tanto, rechazo mi hipotesis de que la
re-sincronizacion de los ritmos de temperatura y actividad depende de la

activacion motora.

Los resultados de Dallmann y Mrosovsky (2006), de Angeles-Castellanos

(2011), Carneiro y Araujo (2011) y los reportados aqui demuestran lo
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importante que es programar un estimulo en la fase apropiada del ciclo L-O, ya

que en momentos inadecuados pueden retardar la re-sincronizacion.

En el estudio de fendmenos como el jet-lag se buscan estrategias que puedan
acelerar el ajuste al nuevo horario, en casos donde la gente permanece por un
periodo largo en el nuevo horario. Por otro lado, bajo ciertas circunstancias,
puede ser adecuado retrasar la re-sincronizacion, por ejemplo, personas que
viajen constantemente. Esto podria ayudar a mantener un tiempo interno

estable y asi evitar la desincronizacion interna (Dallmann y Mrosovsky, 2006) .

CONCLUSIONES

La entrega de alimento programado en la nueva fase de oscuridad simultanea
a un 6PA-LD, es una buena estrategia para acelerar la re-sincronizacion de
ritmos circadianos de actividad locomotora y temperatura, en comparacion con
el grupo control. Sin embargo, cuando el alimento programado entra en
conflicto con el tiempo interno impide la re-sincronizacion de ritmos circadianos;
es decir, cuando la entrega de alimento se programé en la fase de oscuridad
del ciclo L-O de la linea base simultdnea a un avance de fase (jet- lag),
evidenciando probablemente la influencia de osciladores periféricos afectados

por el alimento.

Este estudio indica que el chocolate es suficiente para acelerar la re-
sincronizacion de ritmos circadianos y el mecanismo de este fendbmeno no es
dependiente de un estado metabdlico negativo, sefialando la importancia del

componente motivacional en dicho proceso.
Estos resultados proporcionan evidencia para afirmar que el alimento normal o
apetitoso (chocolate) coinciden con la fase de oscuridad simultanea a un 6PA-

LD, la re-sincronizacion de los ritmos de actividad locomotora y temperatura es

en pocos ciclos.
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Se ha reportado que el alimento es un potente sincronizador de Grganos
periféricos pero no del NSQ. Un alimento sabroso puede modificar la actividad
del reloj biolégico, sin ser privados de su dieta normal en ratas (Mendoza et al.,
2005) y ratones (Mendoza et al., 2010), en cambio bajo ciertas condiciones de
restriccion de alimento (dieta hipocalorica) se afecta al NSQ. A nivel molecular
se ha reportado que Perl puede ser sensible al paradigma de restriccion de
alimento y comidas apetitosas. Per2 parece ser sensible so6lo a las sefiales
metabdlicas, considerando este el mecanismo molecular a la sincronizaciéon de
alimento (Challet y Mendoza, 2010).

Ademas se encontré que el arousal generado mediante el acceso a una rueda
de actividad forzada no influye en la velocidad de re-sincronizacién de los

ritmos de actividad y temperatura.

En resumen este trabajo permiti6 estudiar la interaccion de estimulos féticos
(ciclo L-O) y no foticos (alimento normal o apetitoso, y la rueda de actividad).
Encontrando que los ritmos de comportamiento y fisiolégicos se re-sincronizan
mas rapido cuando los estimulos no féticos se programan en una fase

apropiada del ciclo L-O, como fue el caso del chocolate y el alimento.

Para estudios posteriores proponemos estudiar estructuras que participan en
los mecanismos de sincronizacion de cada sincronizador; para analizar
posibles cambios que ocurran bajo cada una de estas condiciones
experimentales. El propdsito es un estudio completo sobre las diferentes
estrategias que se sugieren en el jet-lag, ya que se conoce que los diferentes
organos periféricos y estructuras cerebrales pueden tener una tasa de re-

sincronizacion distinta (Dallmann y Mrosovsky, 2006).
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