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RESUMEN

Viajar a través de varios husos horarios por cuestiones laborales o de
esparcimiento requiere un ajuste rapido del sistema circadiano. Al someterse a
cambios temporales bruscos, se refieren malestares que desaparecen después de
varios dias. El ajuste temporal diferencial de 6rganos y sistemas da como
resultado lo que comunmente se conoce como jet lag. Durante este estado
transitorio de alteracion circadiana, los individuos sienten incomodidad, pérdida de
apetito, fatiga, suefio perturbado y desempefio deficiente de mudltiples tareas.
Hemos demostrado que después de un avance de fase de 6 horas del ciclo de luz-
oscuridad (LD), el alimento programado en fase con el inicio de la nueva noche
acelera la resincronizacion. En este estudio, exploramos los posibles mecanismos
subyacentes a la rapida resincronizacion debido al horario de alimentacién. Nos
centramos en estructuras de primer y segundo orden que proporcionan
informacion metabdlica al nucleo supraquiasméatico (NSQ). Comparamos 1) ratas
control sin cambio de ciclo de LD; 2) ratas expuestas a 6 horas de avance de fase
del ciclo LD con alimento ad libitum; y 3) ratas expuestas a un avance de fase de 6
horas con acceso a los alimentos en fase con la nueva noche. Encontramos un
efecto sincronizador inmediato del alimento sobre la distension del estbmago y
sobre la expresion de la proteina c-Fos en el nucleo del tracto solitario (NTS),
nucleo arqueado del hipotalamo (ARC), nucleo hipotalamico dorsomedial (DMH) y
nucleo paraventricular (PVN). Estas observaciones indican que en un modelo de
jet lag, la alimentacion programada modifica las estructuras de primer y segundo
orden hacia NSQ. Al mantener los horarios de alimentacién acoplados a la nueva

noche, se puede lograr una rapida resincronizacion.



ABSTRACT

Traveling across several time zones requires a fast adjustment of the circadian
system and the differential adjustment speeds of organs and systems results in
what is commonly referred as jet lag. During this transitory state of circadian
disruption, individuals feel discomfort, appetite loss, fatigue, disturbed sleep and
deficient performance of multiple tasks. We have demonstrated that after a 6-h
phase advance of the light-dark cycle (LD) scheduled food in phase with the new
night onset can speed up re-entrainment. In this study, we explored the possible
mechanisms underlying the fast re-entrainment due to the feeding schedule. We
focused on first and second order structures that provide metabolic information to
the suprachiasmatic nucleus (SCN). We compared 1) control rats without change
of LD cycle; 2) rats exposed to a 6 hours phase advance of the LD cycle with food
ad libitum; and 3) rats exposed to the 6 hours phase advance combined with food
access in phase with the new night. We found an immediate synchronizing effect of
food on stomach distention and on c-Fos expression in the nucleus of the solitary
tract, arcuate nucleus of the hypothalamus, dorsomedial hypothalamic nucleus and
paraventricular nucleus. These observations indicate that in a model of jet lag,
scheduled feeding can favor an immediate shift in first and second order relays to
the SCN and that by keeping feeding schedules coupled to the new night, a fast re-
entrainment may be achieved by shifting peripheral and extra-SCN oscillations.



LISTA DE ABREVIATURAS

AMPc: adenosin-monofosfato ciclico

ARC: nucleo arqueado

AVP: avidina vasopresina

CA2C: Calcio-calmodulina

ClI: corteza infralimbica

CORE érea ventral de NSQ

CREB proteina elemento de respuesta a Camp
DMH: nucleo dorsomedial del hipotalamo
GABA: acido gamma amino butirico

GRP: péptido liberador de gastrina

IGL ojuela intergeniculada

IPGCs células ganglionares intrinsecamente fotorreceptoras
LH: hipotalamo lateral

MAPK proteina quinasa activada por mitdgenos
NLST: nucleo lecho de la estria terminalis
NMDA: n-metil-d-aspartato

NSQ: nucleo supraquiasmatico

PACAP péptido activador de la adenilciclasa pituitaria
PVN: nacleo paraventricular del hipotalamo
SHELL éarea dorsal de NSQ

SP sustancia P

SPVZ: zona subparaventricular

TMN: nucleo tuberomamilar

TRH: tracto retinohipotalamico

VMH: ndcleo ventromedial del hipotalamo

VIP: péptido vasoactivo intestinal



INTRODUCCION

Los seres vivos estan expuestos a cambios constantes. Basta con observar

cualquier evento a nuestro alrededor para darnos cuenta de que la naturaleza no
es estdtica, al contrario, es fluctuante y sobre todo ritmica.
En el siglo XIX Claude Bernard definio el concepto de medio interno. Observé que
existen diferencias entre el ambiente externo que nos rodea y el ambiente interno
gue se relaciona con las células del cuerpo. Walter Cannon definio a la constancia
del medio interno como “homeostasis”, tal concepto se refiere a los mecanismos
fisiolégicos que intervienen en el mantenimiento de un equilibrio fisico-quimico
entre el medio intra y extra celular (E. Challet 2012). Consideremos al ser humano
y analicemos cualquiera de los parametros que habitualmente nos sirven para
verificar el estado de sus funciones vitales: concentraciones plasmaticas de
hormonas, enzimas, electrolitos, presidén arterial, temperatura corporal, etc. Si el
analisis se llevara a cabo a distintas horas a lo largo del dia y de la noche,
veriamos que los valores de estos parametros no son constantes, sino que varian
dependiendo del momento del dia en que son analizados. En 1981 J. Aschoff
defini6 que un ritmo bioldgico es: la recurrencia de cualquier evento en un
sistema biolégico con intervalos de tiempo mas 0 menos regulares.

Los seres vivos han logrado adaptar sus funciones fisioldgicas y de
conducta en relacion a las variaciones diarias del medio ambiente, de tal manera
que los ritmos del ambiente influyen sobre la actividad de los organismos, en
funcién de la temperatura, de la cantidad de luz o de la disponibilidad de comida.
Un evento que se repite de manera regular a lo largo del tiempo, con el mismo
orden y mismo intervalo de tiempo es un ritmo. Conviene recordar que se
denomina oscilacion a una variacion, perturbacion o fluctuacion en el tiempo de un
medio o sistema. Por lo anterior podemos usar ambos términos ritmo y oscilacion

de manera indistinta en este texto.



Al estudiar los ritmos biolégicos se consideran algunos parametros que permiten
su comprension: periodo, mesor, frecuencia, amplitud, acrofase, fase (ver Figura
1).

Periodo

> 1 we Cosinor

Amplitud e Original

Mesor

Acrofase Tiempo(dia/(noche)

Figura 1. Caracteristicas de un ritmo circadiano (modificado de Papaioannou y cols.
2014).

Periodo. Es la duracién de un ciclo completo, es decir, tiempo que tarda en
repetirse una oscilacion.

Mesor. Es el valor medio de la variable en estudio calculado a lo largo de un
periodo completo.

Amplitud. Diferencia entre el mesor y el valor maximo o acrofase.

Acrofase. Valor maximo de una variable.

Fase. Cualquier momento dentro de la oscilacion.

Frecuencia. Numero de ciclos que ocurren por unidad de tiempo. (ver Tabla 1)




Tabla 1. Clasificacion de los ritmos de acuerdo a frecuencia

Ritmos Frecuencia Alta Frecuencia Media Frecuencia Baja
Menos de 24 horas Cercanos a 24 horas Més de 24 horas
Frecuencia cardiaca Ciclo suefio vigilia Menstruacién
Frecuencia respiratoria Actividad-reposo Apareamiento
Movimientos Migracion
peristalticos
Periodo Ultradianos Circadianos Infradianos

Los ritmos circadianos tienen un periodo cercano a 24 horas y son ciclos
fisiologicos, conductuales, metabdlicos que persisten adn en aislamiento de
sefiales temporales externas, indicando que estan dirigidos por osciladores
biolégicos con periodos intrinsecos (Maywood y cols. 2007) que en conjunto

forman el sistema circadiano.

SISTEMA CIRCADIANO

Para lograr estas adaptaciones temporales el organismo cuenta con un
sistema circadiano que permite anticipar el cambio de una fase de actividad a una
fase de reposo, manteniendo la homeostasis y el adecuado funcionamiento (ver

Figura 2).

El sistema circadiano comprende conexiones aferentes que sincronizan el
reloj o marcapaso con el ambiente y conexiones eferentes desde el reloj que
transmiten la sefial temporal a todos los 6irganos del cuerpo (osciladores). El
nacleo supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo es el reloj U oscilador principal y
ajusta su actividad ritmica es decir se sincroniza cambiando su fase y periodo en
relacion a las sefiales del ciclo luz y oscuridad. La principal sefial temporal es la
alternancia de luz-oscuridad la cual llega al NSQ a través del tracto
retinohipotalamico (TRH) que es una proyeccion axonica desde las células
ganglionares tipo W de la retina, a este ajuste se le conoce como sincronizacién

fotica (Herzog y cols. 1998; Klein y cols. 1991).
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Figura 2. La coordinacién y correcto funcionamiento del organismo de acuerdo al ciclo
luz oscuridad mantiene los procesos metabdlicos en sincronia para la salud (modificado de
Bass y Takahashi 2010).

La ritmicidad temporal dictada por el reloj se transmite al resto de los osciladores
centrales y periféricos a través de efectores, principalmente a través del sistema
nervioso autbnomo (Buijs y cols. 2001) y por via hormonal: a través de melatonina
y corticosterona. El sistema circadiano prepara al organismo para las demandas
que se requieren en los procesos fisiolégicos, conductuales, metabdlicos a lo largo

del ciclo normal de 24 horas (ver Figura 3).
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Figura 3. Organizacion del sistema circadiano en el cual el marcapaso del NSQ se
comunica a través de vias neurales y endocrina para sincronizar los ritmos en la fisiologia.
(modificado de Hastings y cols. 2003)

NUCLEO SUPRAQUIASMATICO

EL ndcleo supraquiasmatico (NSQ), es un nucleo par del hipotdlamo que se
encuentra en la parte anterior y ventral del hipotadlamo inmediatamente arriba del
guiasma optico y lateral al tercer ventriculo (ver Figura 4). Diversos estudios en
mamiferos han demostrado que este ndcleo es el principal reloj endégeno
generador de los ritmos circadianos (Moore y Eichler 1972).
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Se logré determinar la funcién del NSQ como un reloj biol6gico, cuando
Moore y Eichler (1972) encontraron que la destruccion de esta estructura
eliminaba el ritmo de corticosterona. Simultdneamente Stephan y Zucker (1972)
descubrieron que lesiones del NSQ eliminaban la ritmicidad circadiana de

actividad locomotora y de ingestion de agua. (ver Figura 5)
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Figura 4. Localizacion del nucleo supraquiasmatico (NSQ) en la rata. Arriba se muestra
un esquema de un corte coronal del hipotalamo que muestra las relaciones anatomicas del
NSQ. Abajo un corte histologico teriido con la técnica de Nissl, 3V: tercer ventriculo, QO:

quiasma optico (modificado de Paxinos y Watson 1999).
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Figura 5. Actograma de doble representacion de actividad locomotora de un hamster. En
la mitad superior del actograma se aprecia 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

flecha la organizacion circadiana que se observaba previa a la lesion se vuelve totalmente
arritmica, el animal distribuye su conducta de manera azarosa sin ninguna organizacion

temporal aun en presencia del ciclo luz-oscuridad. (Tomada de Moore, 1998).

Otra manipulacion experimental que ha demostrado la capacidad del NSQ

como reloj bioldgico circadiano, es que en animales con lesion del NSQ muestran

una actividad locomotora arritmica y cuando se realiza un trasplante de tejido fetal
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hipotalamico que contenga neuronas del NSQ, se observa una recuperacion de su

ritmo en la conducta locomotora (ver Figura 6).
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Figura 6. Actograma en doble representacion en el que se puede observar la
conducta locomotora de un hamster con lesion del NSQ. Posteriormente se implant6
tejido fetal del hipotdlamo anterior. Se puede ver la recuperacion de la actividad
locomotora en forma ritmica con un periodo estable.(Tomada de Aguilar-Roblero y
cols. 1994)

El NSQ como reloj biolégico enddégeno ha sido estudiado en diversas
especies, tanto diurnas como nocturnas que pueden presentar ritmicidad
circadiana. El NSQ de roedores es el que ha recibido mayor atencion para el
estudio de los ritmos circadianos, por lo que es el reloj biolégico mejor

caracterizado hasta la fecha.
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El NSQ genera un ritmo sincronizado al ambiente externo, las neuronas de
este ndcleo exhiben un patrén ritmico de descargas de potenciales de accion
(Inouye y Kawamura 1979) y consumo de glucosa (Schwartz y cols. 1980), los

cuales estan asociados a la fase de luz.

DIVISION FUNCIONAL DEL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO

Dentro de los NSQ podemos considerar dos zonas. El &rea ventrolateral de
las aferencias retinianas, a la que llegan los axones de las vias que portan la
informacion luminosa (vias retinohipotalamica y geniculohipotalamica). Las
neuronas de este area contienen péptido intestinal vasoactivo (VIP) como principal
neurotransmisor, aunque hay algunas neuronas que contienen gastrina (ver Figura
7). La segunda area, dorsomedial, se caracteriza por no recibir aferencias desde la
retina, y estad integrada por una gran poblacién de neuronas productoras de
vasopresina (AVP), asi como algunas pequefias poblaciones de neuronas
productoras de somatostatina, encefalinas, péptido atrial natriurético y
angiotensina. Las neuronas de ambas zonas, ademdas de producir péptidos,

contienen también GABA.

15



NSQ neurona ventrolateral NSQ neurona dorsomedial

- O M 3 "
F. '; Nucleo A GRP Citoplasma |
® -4 viP /" Nadeo !
’ /i TRH "o . ueleo | :

— [ | oo i | 98 |

Ca2+ s " '
sP MAPK GABA | (BIG)- |, |
PACAP CAMP (! - sP Eﬁ |- -
! L -
98 |-
R | o |
\ L i
e |
VIP \
GRP ) \ ‘ : G\//\ZA
GABA I r 7
S~ Areas e

hipotalamicas

Figura 7. Representacion esquematica del mecanismo de integracion de la sefal
luminosa desde Tracto retinohipotalamico hacia neuronas de la zona core en NSQ y desde
esta zona a neuronas de la region shell (modificada de Antle y Silver 2005).

La luz se transduce en una sefal neural por las células ganglionares
intrinsecamente fotorreceptoras (IPGCs) en la retina y se transporta al NSQ a lo
largo del tracto retinohipotaldmico (TRH), resultando en la liberacién del
neurotransmisor glutamato y neuromoduladores como la sustancia P (SP) y el
péptido activador de la adenilciclasa pituitaria (PACAP) en las células
retinorrecipientes de NSQ. Los receptores de glutamato NMDA, causan un flujo de
calcio-calmodulina (Ca?C), el cual activa quinasas tales como la proteina quinasa
activada por mitégenos (MAPK), ademas fosforilacion de la proteina elemento de
respuesta a cAMP (CREB). Activado CREB se une al elemento Ca?C/AMPc (CRE)
en la region promotora de genes como perl, per2, c-fos iniciando su transcripcién
(Antle y Silver 2005).

Las neuronas de la region ventrolateral activan a la region dorsomedial
usando una variedad de neurotransmisores, incluyendo polipéptido intestinal
vasoactivo (VIP), péptido liberador de gastrina (GRP) y SP. Ademas, casi todas

las células NSQ son GABAérgicas. Las células de la region Shell expresan
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ritmicidad en sus relojes moleculares impulsado por una autorregulacion de
transcripcion-traduccion. Las proteinas CLOCK y BMAL dimerizan y se unen a
cajas E (E-Box) en la region promotora de genes period (per), genes criptocromo
(cry) y Rev-Erba, activando su transcripcion. Las proteinas PER y CRY se
acumulan en el citoplasma, dimerizan y se traslocan al ndcleo que inhiben la
actividad de CLOCK-BMAL, asi inhiben su propia transcripcion. Al mismo tiempo,
la transcripcion de BMAL es regulada por ROR elemento que es inhibido por Rev-
Erba (Okamura y cols. 2002). Este mecanismo molecular se expresa con un
periodo cercano a 24 horas. Las neuronas de la regién Shell se comunican hacia
otros nucleos utilizando vasopresina y GABA como neurotransmisores.

Los genes expresados por las células de la regién ventrolateral se conocen
como de respuesta inmediata de c-fos (Romijn y cols. 1996), perl, per2, ya que
estos genes se expresan en respuesta a la estimulacion fética (Yan y Okamura
2002). Cuando los animales se encuentran en oscuridad constante se ha
demostrado que estos genes no presentan ritmo en la region ventrolateral, solo al
aplicar luz durante la noche subjetiva la region ventrolateral responde
incrementando los niveles de c-fos y per. En la region ventrolateral si bien estas
células no presentan ritmos autonomos ni de actividad eléctrica ni en la expresion
de genes reloj, presentan un ritmo diario de sensibilidad a la luz y son
fundamentales para el mantenimiento de los ritmos del organismo. Por otro lado,
las células de la region dorsomedial poseen el reloj molecular siendo
intrinsecamente ritmicas, y responderian de manera indirecta a la luz por la accion
de los neurotransmisores liberados desde la region core (Golombek y Rosenstein
2010).

AFERENCIAS AL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO
Ademas del TRH que trasmite la informacion luminosa, existen otras vias con
informacion no-fotica que proyectan al NSQ ventrolateral. Provienen del nudcleo
dorsomedial (DMH) y la hojuela intergeniculada (IGL); (Acosta-Galvan y cols.
2011; Merkestein y cols. 2014; Saderi y cols. 2013), nucleo del rafé,
principalmente del nicleo mediano mesencefalico (serotoninérgica); del nucleo

paraventricular del tdlamo (PVT, porciones rostral y dorsal; glutamatérgica).
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También el NSQ recibe proyecciones glutamatérgica provenientes del nucleo del
lecho de la estria terminalis (NLST). Areas hipotalamicas también envian
proyecciones hacia el NSQ, de los nucleos predpticos medial y mediano, del
nacleo periventricular, del ndcleo ventromedial (VMH), del DMH, del nucleo
arqueado (ARC), del nacleo tuberomamilar (TMN), de la zona subparaventricular
(SPVZ2), del hipotdlamo lateral (LH), y de las &reas hipotaldmicas posteriores. Las
proyecciones de estas areas se localizan en la zona dorsomedial del NSQ. En
esta misma region también se localizan proyecciones provenientes de la corteza
infralimbica (CI), el nacleo septal lateral y el subiculo ventral (Moga y Moore, 1997;
Moga y Moore, 1996) (Figura 8).

3V

Core/VL Shell/DM
P~ NSQVL (VIP)

Hipotalamo

Séptum

Cl

NLST

Expresion
inducida por luz
de genes reloj

TRH (Glutamato, sustancia P,
PACAP)
HI (GABA, NPY, encefalina)
Rafé, (Serotonina)
PVT (Glutamato)

Expresion
ritmica de
genes reloj

Figura 8. Esquema de NSQ donde se muestran las entradas y salidas de informacion a las
respectivas regiones. VIP: Péptido Vasoactivo Intestinal; Calb: Calbindina; GRP: Péptido
Liberador de Gastrina; GABA: Acido Gamma Amino Butirico; AVP: Avidina Vasopresina;
CALR: Calretinina; mENK: Encefalina; 3V: Tercer ventriculo; VL: Ventrolateral; DM:
Dorsomedial; TRH: Tracto Retinohipotaldmico; HI: Hojuela Intergeniculada; PVT:
Ndcleo Paraventricular del Talamo; Cl: Corteza Infralimbica; NLST: Ndcleo Lecho de la
Stria Terminalis; OC: Quiasma Optico. Modificado de Golombek y Rosenstein, 2010.

El NSQ envia proyecciones hacia los nucleos hipotalamicos ZPVZ, nucleo
paraventricular (PVN) parvocelular, VMH, DMH, area hipotalamica lateral, area

18



retroquiasmatica, y area preodptica. Fuera del hipotdlamo, el NSQ envia

proyecciones hacia el NLST, séptum lateral y PVT (Leak y Moore, 2001).

SINCRONIZACION DEL SISTEMA CIRCADIANO

Los procesos ritmicos se originan a partir de mecanismos endogenos en el
organismo Yy estas oscilaciones deben estar normalmente en relacion temporal con
el ambiente externo. Podemos definir a la sincronizacién como el fenbmeno por
el cual los ritmos enddgenos se ajustan a los ritmos ambientales. En el medio
ambiente existen sefiales que indican el transcurso del tiempo en forma periddica
y a estas sefiales se les denomina sincronizadores (Pittendrigh. 1981). Una sefial
se considera sincronizador cuando proporciona informacién del paso del tiempo,
se presenta regularmente, es predecible y capaz de imponer fase y periodo al

oscilador.

El mecanismo de sincronizacién fue propuesto por Pittendrigh en 1959. Pittendrigh
seflalaba que la sincronizacion es la coordinacién entre dos osciladores que
presentan oscilaciones similares en donde se implica un control del periodo y de la
fase por el sincronizador sobre el oscilador. Cuando se presenta la sincronizacién

la ritmicidad enddgena ajusta su periodo y fase a la del sincronizador (Figura 9).

La influencia de los cambios de luz-oscuridad sobre un oscilador es constante, por
lo tanto el oscilador se ve afectado por el sincronizador de manera que se acelera
y desacelera su velocidad de oscilacion al estarse ajustando continuamente.
Desde el momento en que un sincronizador afecta al oscilador, este empieza a
ajustarse al periodo del sincronizador, pero dicho ajuste se presenta de manera
gradual hasta ajustarse a la fase y periodo del sincronizador. A estos cambios

graduales se les ha denominado ciclos transitorios.

La sincronizacion de los ritmos circadianos depende de la existencia de un reloj
circadiano asi como de vias sensoriales a través de las cuales los estimulos
externos pueden funcionar como sincronizadores y modifican este reloj (Escobar y
cols. 1998).
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Figura 9 . En la figura de la izquierda se muestran 3 oscilaciones con un periodo distinto
(To), las cuales posteriormente se exponen a un sincronizador con un periodo de 24
horas(Tz). Al sincronizarse comienzan a oscilar con un periodo de 24 horas y cada uno con
una relacion de fase distinta hacia el sincronizador figura de la derecha (Tomada de
Pittendrigh, 1981).

El NSQ es capaz de responder a otras sefiales temporales (sincronizacion

no fética) como la temperatura, interaccién social, ingestion de alimento, ejercicio,

melatonina. Varios estudios han demostrado que el NSQ también puede

responder a condiciones metabdlicas (Saderi et al.,, 2013) y en condiciones

hipocaldricas, los programas de alimentacion pueden incluso sincronizar al NSQ,

rebasando las sefales proporcionadas por el ciclo LD (Mendoza et al., 2012).

Se ha demostrado que el NSQ regula el metabolismo y la homeostasis

energética en el higado y otros tejidos periféricos a través de mediar la expresion

y/o actividad de ciertas enzimas metabdlicas y sistemas de transporte que

participan en el metabolismo del colesterol, regulacion de aminoéacidos, ciclo del

acido citrico, glucégeno y glucosa (Diaz-Mufiéz y cols 2010).
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Los 6rganos periféricos oscilan en sincronia con el NSQ en el ciclo luz
oscuridad, pero preferentemente ajustan sus oscilaciones diarias con horarios de
alimentacion, en roedores el cambio en la disponibilidad de alimento durante el dia
invierte las oscilaciones metabdlicas (Salgado-Delgado y cols. 2010) y de genes
reloj (Damiola y cols. 2000; Stokkan y cols. 2001).

SINCRONIZACON POR ALIMENTO

El alimento es una sefal de sincronizacion muy potente para los tejidos y
organos periféricos, varias evidencias demuestran que la expresion ritmica de
genes reloj en el higado y otros osciladores periféricos son sincronizados por el
horario de acceso el alimento (Cassone y Stephan, 2002; Hirota y Fukada, 2004,
Stephan 2002; Stokkan y cols. 2001). Muchos ritmos fisiolégicos que son
normalmente dictados por el NSQ, tales como la actividad enzimatica del higado:
P450, Cyp7Al; temperatura corporal, actividad locomotora etc. pueden ser
cambiados de fase y sincronizados al alimento (Boulamery-Velly y cols. 2005;
Hara y cols. 2001; Hirao y cols. 2006; Mukherji y cols. 2015).

Asi mismo las respuestas evocadas por los osciladores periféricos son
capaces de influir sobre el funcionamiento del NSQ a través de la interaccién de
nucleos involucrados en el balance energético.

Por otro lado, hormonas implicadas en el metabolismo tales como insulina
(La Fleur y cols. 1999), glucagon (Ruiter y cols. 2003), adiponectina (Ando y cols.
2005), corticosterona (De Boer y cols. 1987), leptina y grelina (Bodosi y cols. 2004)
presentan oscilaciones circadianas. In vitro, la administracion de leptina cambia la
fase del NSQ (Prosser y Bergeron 2003). La grelina es capaz de influir en la
actividad del NSQ a través de su interaccidn con el Nacleo arqueado (Yanielli y
cols. 2007; Yi y cols. 2006). En el ARC, se han reportado aumento de los niveles
de la expresion de c-Fos en ratas durante el ayuno (Scott y cols. 2007), y en el
DMH aumenta c-Fos en ratas durante la anticipacién después de 22 h de ayuno
(Angeles-Castellanos y cols. 2004; Gooley y cols. 2006). Ademas del cambio en la
actividad de los ritmos en el hipotalamo, el alimento también modifica los ritmos en

las areas corticolimbicas (Angeles-Castellanos y cols. 2007) y en areas del tronco
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cerebral involucradas en el proceso de comunicacidon metabdlica, incluyendo el
nucleo del tracto solitario (NTS) (Angeles-Castellanos y cols. 2005).

El nacleo dorsomedial del hipotadlamo (DMH) inhibe la activacion de NSQ
para permitir la actividad locomotora observada momentos previos a la llegada del
alimento (Acosta-Galvan y cols. 2011). La restriccion de alimento sincroniza
estructuras del sistema nervioso central, a las cuales impone fase y periodo en
relacién al momento del acceso de alimento (Angeles-Castellanos y cols. 2004;
2007, 2008), sin cambio a nivel de NSQ. Sin embargo se han reportado trabajos
donde se demuestra que los horarios restringidos de alimentacion modifican la
liberacién de vasopresina en el NSQ (Kalsbeek y cols. 1998), por lo tanto las
sefiales metabdlicas estarian influyendo en el funcionamiento del marcapaso.
Aunado a lo anterior la hojuela intergeniculada IGL también puede transmitir

informacion metabdlica hacia el NSQ (Saderi y cols. 2013).

DESINCRONIZACION

En todos los 6rganos del cuerpo se presentan variaciones en su funcionamiento y
tienen su propio ritmo circadiano (Dibner y cols. 2010; Bass 2012). Si bien, cada
organo es independiente en su funcionamiento; es decir el ciclo en la temperatura
corporal es independiente del ciclo en la secrecion de melatonina y de cortisol,
tienden a ocurrir con una secuencia y con un intervalo fijo entre ellas, manteniendo
una relacion de fase estable entre las diversas oscilaciones. Todos los 6rganos
que forman parte de un sistema tienen que trabajar en sincronia para mantener la
homeostasis. En ausencia de sefiales externas de tiempo, los ritmos circadianos,
incluyendo el suefio y el tiempo de atencion, irdn modificAndose transitoriamente
después de cada dia, es decir se expresaran en libre corrimiento (Aschoff y cols.
1971; Mills y cols. 1974). Aunque los ritmos circadianos son generados de forma
endogena, estan fuertemente influenciados por el ciclo de luz-oscuridad del medio
ambiente. Cuando la sefial temporal externa se altera ocurre la pérdida de
coherencia entre el medio externo y el reloj biolégico a esta alteracion se le

conoce como desincronizacion externa y la perdida de relacion de fase entre el
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reloj bioldgico con los osciladores periféricos resulta en un fendmeno de
desincronizacion interna (Rockwell 1975).

En la sociedad actual se reconocen 2 causas principales de alteracion temporal:
jet lag y el trabajo nocturno. El transporte aéreo hace posible que en poco tiempo
podamos viajar de México a Francia o Japon, esto es, en tan sélo unas pocas
horas, la velocidad con la que nuestro reloj circadiano se ajusta a estos cambios
en el entorno externo lleva mucho mas tiempo. Esta desincronizacion producida
por un viaje a través de varios husos horarios genera un adelanto o retraso en la
fase de la sefal sincronizadora (ciclo L/D) ocasionando el fendbmeno conocido
como sindrome de “Jet lag” (Waterhouse y cols. 1997). Cuando una persona se
somete a estos traslados suele referir multiples alteraciones como cansancio,
fatiga, dificultad para concentrarse, insomnio, somnolencia excesiva, dificultad
para realizar tareas fisicas y cognoscitivas, alteracion en los patrones de
alimentacion con problemas gastrointestinales (Reid y Abbott 2015). La severidad
de los sintomas esta en funcién tanto del nimero de zonas cruzadas y el sentido
del viaje (este u oeste). Al viajar al este, el reloj circadiano necesita avanzar su
fase. En general, por su naturaleza enddgena es mas dificil que el reloj circadiano
en el humano y la rata se ajuste a un avance de fase que a un retraso de fase, ya
que el periodo intrinseco del reloj circadiano en humanos es, en promedio, mas de
24 horas (Czeisler y cols. 1999) y pueden persistir los sintomas del jet lag durante
mas tiempo y ser peor que para los viajes hacia el oeste. Esta situaciéon de cambio
de horario conduce a una desincronizacion de los ritmos circadianos, es decir, los
ritmos circadianos se desacoplan del horario externo y por varios dias las
oscilaciones hormonales y digestivas se mueven a diferentes velocidades,
generando una pérdida de relacién entre el NSQ y los osciladores periféricos que
se cree es la causa del malestar general que caracteriza al Sindrome de Jet-Lag
(Waterhouse y cols. 2004). De manera cronica estas alteraciones circadianas se
convierten en factores de riesgo para desencadenar obesidad, hipertension,
diabetes y cancer (Zelinski y cols. 2014). La Agencia Internacional para la
Investigacion sobre el Cancer (IARC, por sus siglas en inglés) en 2007 concluyo

que el trabajo nocturno o rotatorio genera alteraciones en la organizacion temporal
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circadiana del organismo y predispone al desarrollo de cancer en los seres

humanos (Straif y cols. 2007).

ESTUDIOS EXPERIMENTALES DE AVANCE DE FASE

Debido a la sintomatologia relacionada con el Jet Lag se han creado modelos
experimentales para estudiar el efecto de los cambios de horario sobre el sistema
circadiano y proponer estrategias preventivas o de tratamiento.

Los estudios a nivel experimental muestran que después de un avance de fase de
6 horas en ratas se requieren 7 dias (Yamazaki y cols. 2000) incluso de 12-14
dias (Nagano y cols. 2003) para ajustar la conducta de actividad locomotora al
nuevo horario. Los estudios anteriores difieren en el nimero de ciclos transitorios
los cuales pueden deberse a que en el primer estudio s6lo se hizo una inspeccién
visual. Un trabajo més detallado determiné mediante andlisis de cosinor el cambio
del ritmo de la actividad locomotora después de un avance de fase de 6 horas
(Angeles-Castellanos y cols. 2011) encontrando que se requieren 10 dias para
resincronizarse al nuevo horario. En experimentos donde los animales se
mantienen en DD después de 6 horas de avance de fase para excluir los
continuos efectos del ciclo de luz y oscuridad muestran poca evidencia de
restablecer su relacién de fase normal, incluso después de 6 dias en la oscuridad
constante (Vansteensel y cols. 2003).

En animales con periodo corto como el raton después de un avance de fase de 6
horas se requieren 7 dias para la resincronizacion en actividad locomotora (Reddy
y cols. 2002).

EFECTOS DEL AVANCE DE FASE SOBRE EL NSQ Y OSCILADORES
PERIFERICOS

A diferencia de la conducta después de un avance de fase de 6 horas se observa

qgue, en el NSQ se da un ajuste al primer ciclo en la expresiéon de Perl (Yamazaki
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y cols. 2000), aunque con disminucion en la amplitud (Nagano y cols. 2003). Se ha
observado también que la velocidad con que el NSQ se reajusta al cambio de
horario es distinta si se analiza el funcionamiento regional mostrando un ajuste
heterogéneo con induccion de perl en el primer dia especifico en la zona ventral
mientras que se requirieron 9-13 dias para resincronizar perl en la zona dorsal
(Nakamura y cols. 2005). Estos hallazgos coinciden con estudios donde los pulsos
de luz en la fase de oscuridad inducen incrementos en la expresion de perl en la
zona ventrolateral (Zylka y cols. 1998; Yan y Silver 2004). Estos modelos de jet lag
dejan claro que responde inicialmente la zona ventral por efecto de la luz, ya que
al quitar este estimulo ya no se observa resincronizacion rapida de perl (Reddy y
cols. 2002). Lo anterior demuestra que después del jet lag hay un ajuste transitorio
del reloj a un nuevo horario provocando desincronizacion en las zonas
ventrolateral y dorsomedial del NSQ comprometiendo la transmision de la
ritmicidad al resto del organismo.

También se ha estudiado el efecto de los cambios de horario sobre osciladores
centrales donde existe una respuesta diferencial en estructuras que responden
rapidamente a los cambios de horario como son el nucleo paraventricular de
hipotdlamo y la glandula pineal, ademas de que estas estructuras cambian
lentamente como el nucleo arqueado (Abe y cols. 2002), mostrando que a nivel
central se presenta una desincronizacion interna después de un jet lag.

En osciladores periféricos como higado, pulmoén, musculo (Yamazaky y cols.
2000), timo, bazo y eso6fago (Davidson y cols. 2009) la respuesta ante un avance
de fase es gradual necesitando hasta 6 dias para el ajuste y es distinto entre
organos. Con base a los resultados anteriores podemos decir que el ajuste lento y
transitorio de los osciladores periféricos interfiere con el acoplamiento del sistema

circadiano.

ESTRATEGIAS DE RESINCRONIZACION

Con el fin de acelerar la resincronizaciéon se han propuesto varias estrategias en

las que el objetivo principal es combinar sefiales de sincronizacion débiles
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(Mistlberger y cols. 2004) con el ciclo LD modificado. En seres humanos las
estrategias de resincronizacion para disminuir la sintomatologia durante el jet lag
incluyen el ejercicio (Van Reeth y cols. 1994), exposicion a la luz brillante por el
dia (Burgess y cols. 2003) y principalmente la administracion de melatonina al
inicio de la noche (Arendt y Skene 2005; Waterhouse y cols. 2007).

A nivel experimental los modelos de jet lag han buscado alternativas para acelerar
la resincronizacion por ejemplo: el uso de corticoides (Kiessling y cols. 2010) una
rueda de actividad (Castillo y cols. 2011), melatonina (Angeles-Castellanos y cols.
2011), alimento (Angeles-Castellanos y cols. 2011; Carneiro y Araujo 2011),
anélogos de neuropéptidos como VIP (Any cols. 2013) y vasopresina (Yamaguchi
y cols. 2013), pueden resincronizar conductualmente a los animales. El alimento,
VIP y Vasopresina mostraron ser los mas eficientes ya que resincronizaron en 3
dias la actividad locomotora.

El alimento es un potente sincronizador, sincroniza ritmos de temperatura corporal
y conducta (Krieger, 1979; Stephan, 2001), metabolismo energético (Escobar y
cols. 1998) y la melatonina (Feillet y cols. 2008). También ha mostrado ser un
potente sincronizador de genes reloj en érganos relacionados con el metabolismo
(Davidson y cols. 2009).

En cuanto al alimento estas adaptaciones conductuales indican que los estados
internos de energia inducen en el organismo modificaciones que permiten
disminuir los dias necesarios para la resincronizacidbn. Se sabe que hay
mecanismos de modulacion hipotalamicos de la saciedad que han evidenciado la
estrecha relacion entre los estados metabodlicos (niveles de energia) y la
excitabilidad de la corteza cerebral. EI hambre o un bajo metabolismo induciran al
organismo a un estado de vigilia o excitacion cortical (Nicolaidis 2010). Por otra
parte los estados de saciedad inducen en el organismo estados de suefio o
inactivacion cortical (Guan y cols. 2008).

Los modelos donde se utilizan analogos de VIP y Vasopresina proponen que la
rapida resincronizacién se debe a un desacoplamiento de las zonas ventral y
dorsal. Este mismo desacoplamiento se presenta en modelos donde no se recibe

ningun tratamiento por lo que mas alla de un desacoplamiento entre las zonas del
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NSQ, la resincronizacion puede deberse a la atenuacion de una parte de este
oscilador central.

Este trabajo propuso que el mecanismo de r4pida adaptacion reside en que el
alimento sincroniza el funcionamiento de osciladores periféricos después de un
avance de fase y que las sefiales de alimentaciéon modifican el funcionamiento de
NSQ.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Teniendo en cuenta que el alimento puede sincronizar al sistema circadiano, en
este estudio proponemos la utilizacion del alimento como una estrategia de rapida
resincronizacion para contrarrestar las alteraciones circadianas generadas por un
avance de fase subito de 6 horas, como las que se producen en el sindrome de

jet-lag.

El presente proyecto propone determinar cambios en los osciladores periféricos en
el proceso de resincronizaciéon después de un avance de fase de 6 horas. Para
ello se determinara la expresion de c-Fos y de la proteina reloj PER 1 en el NSQ,
el PVN, ARC, IGL y NTS.

HIPOTESIS

1. Ratas expuestas a un avance de fase de 6 horas mostraran ciclos transitorios
en la actividad neuronal (c-Fos) y expresion de proteina reloj (PER-1) en
osciladores periféricos (DMH, PVT, ARC, IGL, NTS).

2. El alimento programado con el avance de fase sincronizara mas rapido los

ritmos de actividad neuronal y expresion de proteina reloj (PER 1) en osciladores
periféricos (DMH, PVT, ARC, IGL, NTS).
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OBJETIVO

1. Caracterizar los ritmos circadianos de actividad neuronal y de expresion de

genes reloj en osciladores periféricos en un modelo de jet lag en ratas.

2. Determinar el impacto del alimento como sincronizador para acelerar los
ritmos de actividad neuronal y expresion de genes reloj en osciladores

periféricos en el modelo de jet lag en ratas.
MATERIALES Y METODO

Sujetos

Se utilizaron 304 ratas macho Wistar de 250 a 300 gramos de peso. Fueron
obtenidas del bioterio general de la Facultad de Medicina de la UNAM y alojadas
en cajas individuales en el Departamento de Anatomia, en un ambiente con una
temperatura constante (21° C) y un horario de iluminacién 12:12 (encendido de la
luz 07:00 a.m., definido como tiempo del sincronizador “0” (ZTO) con agua y
alimento (Rodent Laboratory Chow 5001, Purina, Minnetanka, MN, US) ad libitum.
El manejo y trato de los animales se realizd bajo las normas de uso de animales
de experimentacion segun el decreto de ley de proteccién a los animales del
Distrito Federal, publicada en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, el
proyecto fue aprobado por la comision de ética e investigacion de la Facultad de
Medicina de la UNAM.

Disefio experimental

e Grupo Control: (n=32), se mantuvieron en condiciones de bioterio, bajo un
ciclo de luz-oscuridad, de 12:12 horas, con el encendido de luz a las 7:00
a.m. con agua y alimentacion ad libitum. Se sacrificaron 4 ratas en los
puntos temporales ZT 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, y 21, con el objeto de construir
una curva temporal de un ciclo de 24 horas. La obtencion de los cerebros

se realiz6 en 4 series experimentales, cada una de las cuales consistio en

28



el sacrificio de un sujeto por punto temporal, desde ZTO hasta ZT21 cada 3

horas.

Grupo Jet-Lag: (n=136, de las cuales 8 ratas fueron utilizadas solo para
registro de actividad locomotora) se mantuvieron bajo condiciones de luz-
oscuridad 12-12 (encendido de la luz 07:00h) por 2 semanas para obtener
una linea base. Posteriormente se realiz6 un cambio en el horario, con un
adelanto de 6 horas (apagado de la luz 13:00 h) y mantenidas en el nuevo
ciclo por 5 dias, con agua y alimentacion ad libitum. Se sacrificaron 4 ratas
en los puntos temporales nueva ZT 12, 15, 18, 21, 0, 3, 6, 9, en los dias 1,
2, 3y 5 posteriores al cambio de horario con el objeto de construir una

curva temporal de cada dia.

Grupo Jet-Lag + Alimento: (n=136, de las cuales 8 fueron utilizadas solo
para registro de actividad locomotora) se mantuvieron bajo condiciones de
luz-oscuridad 12-12 (encendido de la luz 07:00h) por 2 semanas para
obtener una linea base. El alimento fue retirado 1 dia previo al cambio de
horario a las 13:00 para dejarlas en ayuno. Posteriormente se realiz6 el
avance de fase de 6 horas (apagado de la luz 13:00 h) aunado al acceso al
alimento restringido Unicamente por 2 h diarias (13:00-15:00 horas) por 5
dias. Se sacrificaron 4 ratas en los puntos temporales nueva ZT 12, 15, 18,
21,0, 3,6, 9, enlos dias 1, 2, 3y 5 posteriores al cambio de horario con el

objeto de construir una curva temporal de cada dia (ver figura 10).
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Figura 10 . Modelo explicativo de el disefio experimental. Arriba se muestra el grupo
control con cada punto temporal (ZT) y las horas geograficas que coinciden con los puntos
ZT. En medio se muestra el grupo Jet lag y los dias que se analizarén. Abajo se muestra el
grupo jet lag donde la barra azul es el momento de acceso al alimento el cual coincide con
el apagado de la luz. Las barras amarillas representan el periodo de luz y las barras
negras el periodo de oscuridad.

Obtencion de cerebros

Las ratas fueron anestesiadas con una sobredosis de Pentobarbital, (a las
ratas que se encontraban en la fase de oscuridad se les cubrieron los ojos para
evitar exposicion a la luz). Posteriormente fueron perfundidas por via intracardiaca
con 250 mL de solucién salina al 0.9%, seguida de paraformaldehido al 4%
preparado en una solucion amortiguada 0.1M de fosfato de sodio pH 7.2 (PB). Se
extrajeron los cerebros y se postfijaron en paraformaldehido 4% por 24 horas.
Posteriormente se crioprotegieron con solucién de sacarosa 30%. Se obtuvieron 4
series de cortes coronales de 40 micrometros de espesor, en un criostato (Leica) y

se depositaron en una solucion de PB y 0.9% de NaCl (PBS).
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Inmunohistoquimica

Los cortes se depositaron en tinas y se preincubaron con PBS,
ph7.2+H202 3%, por 10 minutos. Posteriormente se lavaron tres veces con PBS
pH7.2, y se incubaron por 48 h a 4°C en una solucion de PBS + gelatina nutritiva
0.25% + Tritbn X-100 0.5% (supermix) conteniendo anticuerpos primarios
desarrollados en conejo contra c-Fos (Santa Cruz-1:1000) o PER1 (Santa Cruz,
1:1000). Terminado el tiempo de incubacion, los cortes fueron lavados tres veces
con PBS, y se incubaron en solucién supermix conteniendo anticuerpo biotinilado
anti-conejo (Vector, 1:200) por 120 minutos, a temperatura ambiente. Después los
cortes se lavaron tres veces con PBS, y se incubaron en solucion supermix
conteniendo el complejo avidina-biotina-peroxidasa (Vector, 9:1000), por 120
minutos. Después se lavaron nuevamente en PBS tres veces, y se depositaron en
tinas conteniendo buffer Trizma 7.2 0.01M, 35pl de perdxido de hidrogeno 30% vy
diaminobencidina 0.05% como cromogeno. Al terminar el revelado, los cortes
fueron montados en portaobjetos gelatinizados, y se permiti6 que se secaran al
aire por 1 dia. Después fueron deshidratados con una serie de alcoholes y xileno,

y finalmente cubiertos con cubreobjetos y medio de montaje (Entellan-Merck).

Digitalizacién de imagenes y cuantificacion de células (inmunopositivas)

Se tomaron fotografias del NSQ medial con una camara digital (Evolution
LC) conectada a un microscopio éptico (Olympus), a 20X, que correspondieran
con las siguientes coordenadas estereotaxicas (VER ANEXO 1) de Bregma
Paxinos y Watson (1998): NSQ (-0.72 mm), DMH (-3.12 mm), ARC (-1.80 mm),
(PVN) (-1.32 mm), IGL (-3.96 mm) y NTS (-12.12 mm). De cada sujeto, se
adquirieron 2 imagenes las cuales después se analizaron con el programa ImageJ

(National Institutes of Health, Bethesda).
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PVN (-1.32mm) DMH (-3.12mm)

SCN (-0.72mm) IGL (-3.96mm)

ARC (-1.80mm) Rl
~|NTS (-12.12mm)

Figura 11. Microfotografias representativas (c-fos) y coordenadas estereotdxicas de
Paxinos y Watson (1998) para NSQ (-0.72 mm), DMH (-3.12 mm), ARC (-1.80 mm), (PVN) (-
1.32 mm), IGL (-3.96 mm) y NTS (-12.12 mm).

Analisis de datos

Los datos obtenidos de los conteos celulares en cada nucleo (c-Fos-IR para NSQ,
PVN, DMH, NTS y PER1-IR soOlo para NSQ) de cada serie experimental se
ordenaron de acuerdo a horas geograficas (se presenta como media = error
estandar de la media (SEM), se sometieron a un ajuste Cosinor, usando el
programa MatLab. Con este analisis se obtuvieron las amplitudes y las acrofases
de cada serie experimental. Las acrofases y las amplitudes se sometieron a un
analisis de varianza, seguido de una prueba post-hoc de Tuckey (HSD; honest
significant difference). Se consider6 un valor estadisticamente significativo con una
p<0.05.

RESULTADOS

Actividad locomotora
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La inspeccion visual de los actogramas indicé que durante la linea base todas las
ratas exhibian un ritmo diario sincronizado con el ciclo LD (Figura 10A,C). En el
grupo jet lag el analisis de cosinor para la actividad general en la linea base
detectd una acrofase media a las 16.4 £ 0.2 y después del avance de fase de 6
horas todas las ratas exhibieron ciclos transitorios en la actividad general
requiriendo mas de 5 ciclos transitorios para alcanzar la nueva fase esperada
(Figura 10B). La acrofase basal del grupo Jet Lag + alimento fue alas 16.8 + 0.2y
requirio 3 ciclos transitorios para alcanzar la nueva acrofase esperada, el ANOVA

de una via indic6 un efecto significativo entre grupos (p<0.05 Figura 10D).
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Figura 12. A) Actogramas representativos de actividad general del grupo expuesto al
avance de fase 6h (Jet Lag) durante la linea de base y después del avance de fase 6h
del ciclo luz-oscuridad (flecha). B) Mapa de acrofases media * SE de la actividad
locomotora durante la linea de base (LB) y durante 5 dias después del avance de
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fase(AF), (n = 8). C) Actograma representativo del grupo expuesto a 6h de avance de
fase + 2h de alimentacién restringida (Jet Lag + alimento), (flecha). D) Acrofases
(media * SE) resultantes del analisis cosinor para la actividad general del grupo Jet
Lag + alimento (el acceso al alimento se indica con una barra vertical en rayas
oscuras). Los asteriscos indican diferencias estadisticamente significativas con la
nueva fase esperada (linea punteada) después de 6h de avance de fase del ciclo luz-
oscuridad (P <0.05). Las barras horizontales blancas y negras sobre el eje x y sobre los
actogramas indican el ciclo de luz y oscuridad.

Estémago

Los animales control tienen su mayor llenado del estbmago en el periodo de
alimentacion que es en la fase de oscuridad. En los animales que son sometidos a
jet lag en condiciones ad libitum presentan su mayor periodo de alimentacién al
finalizar el ciclo de oscuridad y continta asociado a la fase de oscuridad previa al
cambio de horario. Cuando son sometidos a jet lag + 2 horas de alimentacion
presentan un llenado del estbmago posterior a la ingesta de alimento y en
capacidad aproximada de 80% respecto a los animales control (Figura 11A). El
ANOVA de 2 vias indico un efecto significativo en la interaccion grupo x tiempo
para el dia 1 (F (7,48) =34.4; P<0.0001); dia 2 (F (7.48) =48.3; P<0.0001); dia 3 (F (7.48)
=61.8; P<0.0001); y dia 5 (F (7.48) =81.3; P<0.0001) después del avance de fase.
Para el grupo control el mapa de acrofases para el peso del estdmago indicé una
acrofase en ZT 20 + 0.04 (Figura 11B), en el grupo Jet Lag las acrofases no
cambiaron permaneciendo similares a la condicion basal aunque son diferentes de
la nueva acrofase esperada. En el grupo Jet Lag + alimento cuando el alimento
coincide con la nueva noche produce un efecto inmediato sobre las acrofases del
estbmago (Figura 11A) ajustandose al nuevo momento de alimentacion y por lo

tanto supera la nueva acrofase esperada en el nuevo ZT 20 (Figura 11B).
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Figura 13. A) Dinamica de re-sincronizacion durante los 5 dias de avance de fase de
6h en el estdmago (arriba). C) Numero de células positivas c-Fos en el Nucleo del
tracto solitario (NTS) y E) Nucleo arqueado (ARC) en el grupo Jet Lag (simbolos
negros) y el grupo Jet Lag + alimento (simbolos blancos). El grupo control se
representa en el primer ciclo con simbolos grises. B) Acrofases (media + SEM) (n = 4)
resultante del analisis de cosinor para el peso del estémago, D) para NTS y para ARC
(F) después del avance de fase de 6 h del ciclo de oscuridad, respectivamente. El
asterisco indica diferencias estadisticamente significativas con respecto a la nueva
fase esperada (linea punteada, p <0.05), la flecha indica el tiempo en que la fase de
oscuridad avanzo 6 horas. El acceso al alimento esta indicado con una barra vertical
en rayas oscuras para el grupo Jet Lag + alimento. Las barras horizontales blancas y
negras en la parte superior del grafico indican el ciclo de luz y oscuridad.
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Nucleo del tracto solitario

El NTS recibe informacion aferente directa del sistema digestivo. En el grupo
control el NTS mostrd un ritmo en la expresion de c-Fos con valores maximos en
la fase de oscuridad (Figura 11C) y el grupo Jet lag después del avance de fase
mostré una disminucién del pico nocturno el cual permanecio acoplado a la noche
anterior. Por el contrario, en el ler dia después del avance de fase en el grupo jet
lag + Alimento mostré un aumento en el nimero de células inmunoreactivas a c-
Fos después de la hora de comer y este pico permanecié asociado a la hora de
alimentacion en los dias subsecuentes (Figura 11C). Debido a la interaccién grupo
X tiempo, el ANOVA de 2 vias indic6é un efecto significativo en la interaccion grupo
X tiempo para el dia 1 después del avance de fase (F (7,48) =52.6; P<0.0001); dia 2
(F (748) =45; P<0.0001); dia 3 (F (748 =41; P<0.0001) y dia 5 (F (748 =37.4;
P<0.0001). En el mapa de acrofases para el grupo control el ritmo de c-Fos indic6
una acrofase en ZT 17.08+0.3 (Figura 11D), para el grupo Jet Lag fue similar a lo
observado en el estbmago, las acrofases no cambiaron permaneciendo similares a
la condicién basal aunque son diferentes de la nueva acrofase esperada. El
alimento al coincidir con la nueva fase de oscuridad en el grupo Jet Lag + Alimento
produjo un cambio inmediato de la acrofase en el NTS ajustdndose a la nueva
hora de la comida similar al peso gastrico (Figura 11D), sin embargo, lo anterior

supera la nueva acrofase esperada (ZT 17.8).
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Arqueado

En el grupo control, el ndcleo ARC similar al NTS mostré un ritmo diurno en la
expresion de c-Fos acoplado al ciclo LD, con valores incrementados durante la
noche. En el grupo Jet Lag después del avance de fase de 6 horas mantuvo un
patrén temporal similar al del grupo CTRL con valores maximos que coincidian
con la noche anterior mientras que en el grupo Jet Lag + Alimento desde el primer
dia después del avance de fase presento un pico asociado con la nueva
programacion del alimento (Figura 11E). El ANOVA de 2 vias indico un efecto
significativo en la interaccion grupo x tiempo para el dia 1 después del avance de
fase (F (748 =141.8; P<0.0001); dia 2 (F 748y =179.4; P<0.0001); dia 3 (F (7.48)
=101.2; P<0.0001) y dia 5 (F (7.48) =28.7; P<0.0001).

El mapa de acrofases indicé para el grupo CTRL una acrofase en ZT 20.2+0.02
(Figura 11F), en el grupo Jet Lag las acrofases se mantuvieron similar a la
condicién basal y fueron diferentes de la nueva acrofase esperada. El grupo Jet
Lag + Alimento mostré una clara activacion del nacleo ARC en respuesta a la hora
de alimentacion desde el primer dia después del avance de fase (Figura 11F).
Similar a lo observado en el estbmago y el NTS la acrofase se ajusta a la hora de

la alimentacion y supera la acrofase esperada.

Paraventricular del hipotalamo

El ndcleo paraventricular responde a las sefiales metabdlicas y es también una de
las principales eferencias auténomas y hormonales desde el ndcleo
supraquiasmatico. En el grupo CTRL el PVN mostr6 una expresion ritmica de c-
Fos asociada al ciclo LD con valores maximos al inicio de la fase de oscuridad,
mientras que en el grupo Jet Lag después del avance de fase los valores pico
permanecieron en la fase de oscuridad anterior. En el grupo Jet Lag + Alimento
desde el primer dia el PVN mostré un avance de fase rapido y una activacion
neuronal claramente asociada con la nueva noche y el momento de la
alimentacion (Figura 12A). EI ANOVA de 2 vias indicé un efecto significativo en la
interaccion grupo x tiempo para el dia 1 después del avance de fase (F (7,48 =91;
P<0.0001); dia 2 (F (7.48) =116.6; P<0.0001); dia 3 (F (7,48) =89; P<0.0001) y dia 5 (F
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7.48) =59.2; P<0.0001). El mapa de acrofases indicé para el grupo CTRL una
acrofase en ZT 13.1+0.1 (Figura 11B), en el grupo Jet Lag la acrofase se mantuvo
similar a la condicién basal y es diferente de la nueva acrofase esperada. En el
grupo Jet Lag + Alimento, el alimento programado en la nueva noche produjo un
cambio inmediato en el PVN desde el primer dia después del avance de fase

(Figura 12B) sin embargo no se desplaz6 a la nueva fase esperada.

Dorsomedial del hipotalamo

En el grupo CTRL la expresion de c-Fos en el nicleo DMH mostrd una ritmicidad
diurna ajustada al ciclo LD con valores maximos durante la fase de oscuridad.
Después del avance de fase de 6 horas se observé en el grupo Jet Lag un patrén
de activacién desorganizado durante los primeros 3 dias (Figura 12C) y después
de 5 dias del avance los valores pico continuaron asociados a la noche anterior.
En el grupo Jet Lag + Alimento no se observd un ritmo claro en el primer dia
después del cambio de horario sin embargo en los dias subsecuentes se
observaron valores maximos correspondientes al inicio nocturno aunado al acceso
de alimento (Figura 12C). El ANOVA de 2 vias indicé un efecto significativo en la
interaccioén grupo x tiempo para el dia 1 después del avance de fase (F (7,48) =41.8;
P<0.0001); dia 2 (F 7,48y =52.2; P<0.0001); dia 3 (F (7.48) =148.9; P<0.0001) y dia 5
(F (7.48) =55.8; P<0.0001). El mapa de acrofases indico el ritmo de c-Fos para el
grupo CTRL en ZT 21.4+0.04, tanto para los grupos Jet Lag y Jet Lag + Alimento
el analisis de Cosinor no detecté un ritmo significativo el primer dia después del
cambio de horario (indicado en la linea horizontal punteada). El grupo Jet Lag +
Alimento fue desplazado por la influencia del tiempo de alimentacion (Figura 12D).
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IGL

La IGL se considera una via relevante para la integracion de sefiales luminosas
desde el nucleo supraquiasmatico con el estado metabdlico (Saderi et al., 2013).
El grupo CRTL mostro una ritmicidad diurna de la expresion de c-Fos, con valores
pico en la fase temprana de luz en ZT3. Los grupos Jet Lag y Jet Lag + Alimento
mostraron el mismo patron de activacion después del avance de fase de 6 horas,
con valores pico en ZT3 coincidiendo con el inicio del nuevo dia (Figura 12E). El
ANOVA de 2 vias indic6 un efecto significativo debido a la interaccion de grupo x
tiempo en todos los dias excepto para el dia 2; Los resultados de ANOVA fueron
para el dia 1 después del avance de fase (F.48=13.1; P <0.0001); Dia 2
(F7.48=11.8; P = NS); Dia 3 (Fg.48=5.4; P <0.0001); Dia 5 (F(.48=24.6; P
<0.0001).

Para el grupo control, el andlisis de cosinor indicé una acrofase en ZT 3.87 + 0.21
ambos grupos experimentales fueron desplazados inmediatamente a la nueva
acrofase esperada (linea vertical punteada), este nidcleo no mostré activacion

relacionada con el esquema de alimentacién (Figura 12F).
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Figura 14 A) Numero de células positivas c-Fos en el nucleo paraventricular (PVN), en
C) nudcleo dorsomedial y E) Ojuela Intergeniculada (IGL) en el grupo Jet Lag (simbolos
negros) y Jet Lag + Alimento (simbolos blancos) . El grupo control se representa en el
primer ciclo con simbolos grises. Las acrofases (medias + SEM) resultantes del analisis
de cosinor para PVN se representan en (B), en (D) para DMH, y en (F) para IGL
después del avance de fase de 6 h del ciclo de luz oscuridad, respectivamente. El
asterisco indica diferencias estadisticamente significativas con respecto a la nueva
fase esperada (linea punteada, p <0.05). Otras indicaciones como en Fig. 2.
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Nucleo supraquiasmatico

En el nicleo supraquiasmético el grupo control mostré un ritmo diurno de c-Fos
ajustado al ciclo LD en las sub-regiones ventral y dorsal, con valores mas altos
durante el inicio de la fase de luz para la region ventral y al mediodia para la
region dorsal (Figura 13); Los valores mas bajos se observaron después de
apagar la luz (Figura 14A). El andlisis de cosinor mostré que el NSC en el grupo
CTRL tiene una acrofase en ZT 6.7 £ 0.07 para el NSC total, en ZT 5.1 + 0.13 para
el ventral y ZT 8.1 + 0.15 para la region dorsal (véase la Figura 14B). Después del
avance de fase, el grupo Jet Lag mostro en el NSQ ventral en los primeros 2 dias
un ritmo diario de c-Fos en fase con el nuevo ciclo LD. En contraste, la region
dorsal mostr6 una arritmicidad en c-Fos los cinco dias después del avance de
fase. El grupo Jet Lag + Alimento mostré en NSC ventral una respuesta similar a la
del grupo Jet Lag después del cambio de 6h; con una respuesta inmediata a la luz
que continudé hasta el dia 5. La zona dorsal, también mostré un patrén arritmico
durante los tres primeros dias, pero curiosamente mostré ritmicidad en el quinto
dia con un pico asociado a la fase de oscuridad (ver la Figura 14A). El ANOVA de
dos vias indicé un efecto significativo debido a la interaccién grupo x tiempo para
el dia 1 después del avance de fase (F748=3.6; P <0.002); Para el dia 2
(F(7.48=3.5; P <0.003); Para el dia 3 (F48= 29.6; P <0.0001) y para el dia 5
(F.48= 11.7; P <0.0001).

Estos datos indican una respuesta desincronizada al avance de fase de 6 h,

generada por la respuesta diferencial entre la parte ventral y dorsal.
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DIA 1 DESPUES DE 6 HORAS DE AVANCE DE FASE

CTRLZT 3 JETLAG NEWZT 3 JET LAG + ALIMENTO NUEVA ZT 3

c-Fos

PER-1

Figura 15. Microfotografias representativas en ZT3 de c-Fos y expresién de PER-1 en
el nacleo supraquiasmatico (SCN), en el grupo control y primer dia después de 6 h
avance de fase (grupos jet Lag y Jet Lag + Alimento). 3V = tercer ventriculo; OX =
quiasma 6ptico, la barra de escala corresponde a 50 um.
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Figura 16. A) Numero de células positivas c-Fos en el nicleo supraquiasmatico total
(parte superior) y NSQ ventral (medio) y NSQ dorsal (parte inferior) en el grupo Jet
Lag (simbolos negros) y grupo Jet Lag + Alimento (simbolos blancos ). El grupo
control se representa en el primer ciclo con simbolos grises. B) Las acrofases (medias
+ SEM) resultantes del analisis de cosinor para NSQ total se representan en LA PARTE
superior, para la regiéon ventral (media) y NSQ dorsal (inferior) después del avance de
fase de 6 h del ciclo de luz oscuridad, respectivamente. El asterisco indica diferencias
estadisticamente significativas con respecto a la nueva fase esperada (linea punteada,
p <0.05). Otras indicaciones como en Fig.12.

PER1 en el NSQ

La proteina PER1 en el NSQ del grupo control mostré un ritmo diurno con valores
bajos durante la fase de luz y valores altos en la fase de oscuridad. La acrofase se
detecto en ZT 14.4 + 0.10 (ver Figura 15).

En ambos grupos sometidos a avance de fase, el ritmo de la expresion de PER1
en el NSQ disminuy6 de amplitud en los dos primeros dias después del avance de

fase en la regién ventral y ambos grupos mostraron una recuperaciéon de la
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ritmicidad de la expresion de PERL1 en el dia 3 después del cambio de fase en
ambas regiones. El ANOVA de dos vias indico un efecto significativo debido a la
interaccion grupo x tiempo para el dia 1 después del avance de fase (F(7,48=12.6;
P <0.0001); dia 2 (F748=7.3; P <0.0001); dia 3 (F¢z.48=15.2; P <0.0001); dia 5
(F.48=12.1; P <0.0001).

El andlisis de cosinor para PER1 mostré6 que ambos grupos, Jet Lag y Jet Lag +
Alimento perdieron ritmicidad en los dos primeros dias para la parte ventral y
mostraron ajuste lento en la region dorsal. Al dia cinco el grupo Jet Lag habia
alcanzado la nueva acrofase esperada en la region ventral, mientras que el grupo
Jet Lag + Alimento habia alcanzado la acrofase esperada en la regién dorsal.

La comparacion final de acrofases considerando todas las variables exploradas en
este estudio, indicé que el alimento afecta diferencialmente las oscilaciones extra-
NSC (Tabla 2). Las estructuras que respondieron directamente a la ingesta de
alimentos (estobmago, NTS, ARC y DMH) exhibieron grandes avances de fase que
se ajustaron a la hora de la comida, mientras que el PVN, la actividad locomotora
y el IGL lograron casi la nueva fase esperada. EI NSC debido a la pérdida de

ritmicidad dificulta la evaluacion.

Tabla 2. ESTIMACION DEL AVANCE DE FASE DESPUES DE 5 DIAS

Linea base Fase final Delta-Phi
JL JL+A JL JL+A AL JL JL+A
Promedio D.E. Promedio D.E. Promedio D.E. Promedio D.E. Avance (h)
Actividad 16.4 0.18 16.9 0.19 13.2 0.55 10.3 0.43 3.2 6.6
Estomago 20.0 0.04 20.0 0.04 18.5 0.71 9.1 0.08 1.5 10.9
NTS 17.9 0.32 17.9 0.32 15.5 0.59 9.2 0.30 2.4 8.6
ARC 20.3 0.02 20.3 0.02 16.9 0.59 9.2 0.30 3.3 11.1
PVN 13.1 0.10 13.1 0.10 21.0 0.15 8.3 0.08 -7.9 4.8
DMH 21.4 0.04 214 0.04 18.4 0.60 13.1 0.21 3.0 8.3
IGL 3.9 0.22 3.9 0.22 -2.8 0.60 -2.0 0.41 6.7 5.8
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Figura 16. A) Numero de células positivas a PER-1 en el nicleo supraquiasmatico total
(NSQ, arriba) y el NSQ ventral (medio) y dorsal (inferior) del grupo Jet Lag (simbolos
negros) y el grupo Jet Lag + Alimento (simbolos blancos). El primer ciclo (simbolos
grises) representa el grupo control. B) Las acrofases (medias + SEM) resultantes del
analisis de cosinor para NSQ total se representan arriba, para region ventral (centro)
y para region dorsal (inferior) después del avance de fase de 6 h del ciclo luz-
oscuridad respectivamente. El asterisco indica diferencias estadisticamente
significativas con respecto a la nueva fase esperada (linea punteada, p <0.05). Otras
indicaciones como en la Fig. 2
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DISCUSION

Este estudio apoya la hipétesis de en un modelo de avance de fase, el acceso al
alimento acoplado a la nueva fase de actividad acelera la resincronizacion. Lo
anterior se debe al ajuste temporal inmediato de las oscilaciones extra NSQ
asociadas con la hora de comer. Los resultados actuales también muestran que
los nucleos cerebrales que reciben informacidbn metabdlica cambian
inmediatamente su actividad al tiempo de disponibilidad del alimento, mientras que
la IGL y el NSQ ventral responden inmediatamente al encendido de la luz.

En el presente estudio, las ratas alimentadas ad libitum y expuestas a un avance
de fase de 6 horas requirieron mas de 5 dias para alcanzar la nueva fase en
actividad general. Nuestros datos son consistentes con un estudio previo en el que
se informé que se necesitaban hasta 10 dias para que la rata pudiera
sincronizarse después de un avance de fase de 6 h (Angeles-Castellanos y cols.
2011); esto es similar a los datos obtenidos con experimentos en ratones
(Davidson y cols. 2009; An y cols. 2013; Yamaguchi y cols. 2013). En este sentido,
confirmamos que dar alimento en sincronia con el nuevo ciclo LD parece ser una
estrategia Util para reducir el nimero de ciclos transitorios (Angeles-Castellanos y
cols. 2011; Carneiro y Araujo 2011) después de un avance de fase.

Estructuras que respondian a los alimentos como el estbmago y otras regiones del
cerebro exhiben una respuesta inmediata a la nueva hora de la comida,
alcanzando una nueva acrofase que superaba la nueva fase esperada.

Las ratas del grupo Jet Lag + Alimento mostraron un aumento significativo del
peso del estbmago inducido por los alimentos en la nueva ZT12, aumentando
24,65 = 1.31 g durante las 2 h de acceso al alimento. Esto coincide con las
observaciones previas de un ciclo diario de distension del estbmago inducido por
la alimentacion restringida (Martinez-Merlos y cols. 2004). El evento de comida
restringida provoc6d un aumento de c-Fos-IR en el NTS, ARC y PVN, lo cual es
consistente con estudios previos que mostraron aumento de c-Fos-IR en nucleos

de tronco encefalico inducidos por una comida o distension gastrica (Renaud y
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cols. 1987; Verbalis y cols. 1991; Olsen y cols. 1993; Emond y cols. 2001;
Angeles-Castellanos y cols. 2005). Por otra parte, un estudio realizado en crias de
conejo (Morgado et al., 2011) determiné que la distension del estbmago por
alimentacion programada o por infusion intragastrica de leche es un estimulo de
sincronizacion suficiente para las regiones hipotalamicas implicadas en el
metabolismo y la conducta de alimentacién. La distensién del estomago causada
por un evento de alimentacién genera sefiales sensoriales al NTS, que recibe,
aferencias del estbmago, intestino e higado y transmite esta informacion visceral
hasta otras areas de integracion del sistema nervioso central (Renaud et al.,
1987). También se ha observado un aumento del c-Fos en el NTS debido a la
distension del estdbmago producida por la inflacién de un globo géstrico (Verbalis et
al., 1991) o por la alimentacion (Emond et al., 2001; Angeles-Castellanos et al.,
2005). La ingesta de alimento también genera sefiales humorales que son
recibidas principalmente por el ARC. En el grupo Jet Lag + Alimento el ARC
mostré un cambio inmediato en la activacion neuronal asociado con el acceso al
alimento, mientras que la activacion neuronal en el grupo Jet Lag se mantuvo
ajustada a la noche anterior. EI ARC es un nucleo en el hipotalamo donde la
informacién metabdlica llega de la circulaciébn y se transmite a otros nucleos
hipotalamicos especialmente al PVN, al DMH, al hipotalamo lateral (LH) y al NSQ
(Williams et al., 2001; Waterson y Horvath, 2015). A pesar de la importante
relacion anatomica y funcional del ARC con el NSQ (Yi et al, 2006, Saderi et al.,
2013), los datos actuales muestran que para el NSQ la informacion fotica es
predominante sobre las sefiales metabdlicas.

Curiosamente, en el grupo Jet Lag + Alimento observamos un aumento de la
activacion neuronal del PVN después de la ingesta de alimento. Estudios previos
indican que el PVN responde a la distension gastrica y a la distension del
estbmago (Renaud et al., 1987, Ueta et al., 2000, Angeles-Castellanos et al.,
2004), recibe sefales directas tanto del NTS como del NSQ y es el principal
integrador de sefiales circadianas y metabdlicas que se traducen en sefiales
hormonales y autbnomas (Kalsbeek et al., 1996, Buijs et al., Perreau-Lenz et al.,

2003). Por lo tanto, es posible que el acceso al alimento en el momento de la
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nueva noche pueda influir, a través del PVN, tanto en la salida circadiana como
metabdlica hacia los osciladores extra NSQ.

El DMH esta involucrado en la sincronizacion por alimento (Angeles-Castellanos et
al., 2004, Gooley et al., 2006, Acosta-Galvan et al., 2011). Los datos actuales
demuestran que la restriccion de alimento desacopla la actividad de DMH de la del
NSQ y presenta un patron de fase de activacion celular relacionado con la hora de
comer. EI DMH esté sincronizado con el NSQ en condiciones LD, pero puede
desplazar sus oscilaciones diarias a los horarios de alimentacion (Mieda et al.,
2006; Verwey et al., 2007). EI DMH responde a sefales humorales incluyendo
grelina (Mitchell et al., 2001), leptina (Elmquist et al., 1998), glucosa e insulina;
distribuye informacion metabdlica a las regiones cerebrales que regulan el suefio-
vigilia, temperatura corporal y la secrecion de corticosteroides (Herzog y Muglia,
2006). Acosta-Galvan et al. (2011) mostré una estrecha interaccion DMH-NSQ,
donde la activacion del DMH inhibe temporalmente el NSQ para permitir a los
animales anticiparse.

La IGL y el NSQ ventral obedecen principalmente a las sefales féticas. La IGL
recibe una proyeccion densa, bilateral de la retina y proyecta al NSQ a través del
tracto geniculo-hipotalamico (Moore & Card, 1994). La IGL desempefia un papel
clave en la transmision de informacion no fética al NSQ (Harrington et al., 1985),
incluyendo informacion sobre las condiciones metabdlicas del animal (Saderi et al.,
2013). Ademas, otra evidencia indica que la IGL esta involucrada en mediar los
cambios de fase de los ritmos circadianos inducidos por estimulos no-féticos
(Wickland y Turek, 1994, Challet et al., 1996). Aqui, mostramos que bajo un
avance de fase o jet lag experimental, la IGL responde so6lo a la sefalizacion fética
asociada con el inicio de la luz; en el presente protocolo experimental no se
produjo un cambio de fase temporal de la actividad en la IGL.

En la region ventral del NSQ se obtuvo la expresion de c-Fos por inicio de la
nueva fase de luz confirmando que c-Fos es inducido por la luz (Rusak et al.,
1990). Los datos actuales confirman un estudio previo donde un ajuste inmediato
similar en la activacion c-Fos fue observado en ratas después de un avance de

fase de 6 h (Nagano et al., 2003). Esta region ventral, a diferencia del NSQ

48



dorsomedial, no tiene ritmicidad en la expresion endogena de c-Fos (Sumova et
al., 1998). Curiosamente, también en la expresion de PER1 se experimentd un
cambio rapido, que permanecié constante durante los siguientes 5 dias,
mostrando que también PER1 en la region ventral puede responder a la luz.
Contrastando con la region ventral, durante los 5 dias siguientes al cambio de fase
de 6 h, la fluctuacién temporal de c-Fos y PER1 en el NSQ dorsomedial fue
abolido. Asi, el avance de fase de 6 h del ciclo LD caus6 una disociacion
inmediata de las oscilaciones circadianas entre ambas subregiones del NSQ. Los
datos actuales muestran que la sefial fotica predomina sobre cualquier otra sefal
en la actividad neuronal del NSQ e IGL neuronal, consecuentemente,
consideramos que la sincronizacion rapida en estructuras extra-NSQ se genera
por las sefales metabdlicas y este cambio requiere ser coordinada con la fase
impuesta por la luz a la IGL y NSQ. Aqui, proporcionamos pruebas de que al
menos dos sistemas contribuyen a el ajuste diario del sistema circadiano: uno
basado en la luz y otro basado en sefales metabdlicas. Otros estudios han
sugerido que el ajuste a los ciclos diarios depende de la integracion de Zeitgebers
multiples ademas del ciclo de LD (Blum et al., 2012; Webb et al., 2014). La
aceleracion de la resincronizacién ha sido en modelos experimentales de jet lag,
utilizando el acceso programado a una rueda de actividad (Castillo et al., 2011,
Flores et al., 2016), dando corticosterona (Kiessling et al., 2010) o con melatonina
(Angeles-Castellanos et al., 2011, Pfeffer et al., 2012). Este estudio proporciona
evidencia de que el alimento es una seial eficiente de arrastre para el sistema
circadiano, logrando cambiar la actividad de estructuras centrales, mediando asi
las respuestas metabdlicas y autonémicas que sincronizan las oscilaciones extra-

NSQ a la hora de la comida.

CONCLUSION

El avance de fase ocasiona cambios rapidos en las sefiales de entrada al sistema
circadiano mediante la exposicion de la luz hacia el NSQ debido a un cambio en el
ciclo de LD. La manipulacion experimental utilizada en este estudio imita los

vuelos transatlanticos de oeste a este. Indica que la desincronizacién circadiana
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interna se produce debido a un conflicto de Zeitgebers que desencadenan una
respuesta diferencial a la luz y a los alimentos en las distintas regiones cerebrales.
Esta desincronizacion puede ser la causa de los sintomas de enfermedad
resultantes del cambio transmeridional rapido experimentado por los viajeros, asi
como por los trabajadores por turnos que estan expuestos a cambios frecuentes
debido a sus horarios de trabajo. Los datos actuales también confirman la
importancia de mantener los programas de alimentacién acoplados al inicio de la
actividad con el fin de mantener la sincronia interna ya que el alimento asociado al
nuevo horario de actividad sincroniza los ritmos de actividad neuronal. Los
factores no foticos, en este caso el alimento; son importantes ya que pueden
modular las respuestas circadianas a la luz y/o modificar la organizacién ritmica
regulada por el ciclo luz-oscuridad (Figura 16). Aparentemente, la sefal
metabdlica no es de importancia para el nucléo supraquiasmatico cuando el reloj
se sincroniza con un ciclo LD (Damiola et al, 2000; Sladek et al, 2007). Este
estudio muestra que la sefal de alimento podria llegar a ser importante cuando la

funcion del NSQ se distorsiona como en el caso del avance de fase.
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Figura 16. El individuo expuesto a un avance de fase requiere 7-10 ciclos para
resincronizarse. Los alimentos programados que coinciden con el nuevo comienzo
nocturno aceleran la resincronizacién. Aqui mostramos que los alimentos programados en
fase con la nueva noche produjeron un cambio inmediato en las dreas cerebrales que
reciben y procesan sefiales generadas por alimentos (simbolos rojos), contrastando con
regiones cerebrales que reciben luz directa de la retina (IGL y NSQ). Estas observaciones
indican que los efectos de la alimentacién programada estan mediados por estructuras de
primer y segundo orden para el SNA (Ubaldo y cols 2017).
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