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ABREVIATURAS

AA Actividad de anticipacién
ANOVA  Andlisis de varianza

ARA Acceso restringido al alimento
ATV Area Tegmental Ventral

BN Bulimia nerviosa

CA Conducta de atracon

CPF Corteza prefrontal

CTRL Control

D Manipulacion durante el dia
D1 Receptor de Dopamina D1

DA Dopamina

DAT Transportador de dopamina
GLUR1 Subunidad glurl del receptor AMPA
HL Hipotalamo lateral

KO Knock out

LD Luz-oscuridad

MR Medidas repetidas

N Manipulacion durante la noche
NA Nucleo Accumbens

NPY Neuropéptido Y

NSQ Nucleo Supraquiasmatico

PB Buffer fosfatos

PKA Proteina cinasa A

SAC Sacarosa

TA Trastorno de atracén

TCA Trastornos de la conducta alimentaria
TH Tirosina hidroxilasa

T Zeitgeber, Tiempo circadiano



RESUMEN
El trastorno de atracon es un problema de la conducta alimentaria que conduce al

sobrepeso y la obesidad. En los modelos animales, la conducta de atracén (CA) se
define como el consumo excesivo en un intervalo breve de tiempo y en animales
experimentales se desarrolla como un aumento progresivo de la ingesta de
alimento durante el intervalo restringido a lo largo de los dias. Puede ser
desencadenado por el acceso restringido al alimento estandar o a alimentos
apetitosos y se sugiere que la liberacion de dopamina del Area Tegmental Ventral
(ATV) al Nucleo Acumbens (NA) estimula esta conducta. Diversos componentes
del sistema dopaminérgico, asi como la ingesta de alimento presentan en su
funcién diferencias dia-noche (circadianas), lo que sugiere una regulacion por parte
del sistema circadiano.

Objetivos: Este estudio explord si la CA exhibe un patron dia-noche, si la CA a
sacarosa requiere combinarse con una restriccion de alimento. Se exploré si los
cambios conductuales asociados a la CA estan asociados con las células
productoras de dopamina que contienen tirosina hidroxilasa (TH) en el ATV y con la
expresion de los receptores D1y GLUR1 en el NA.

Resultados: Se observd que la CA a la comida depende directamente de una
condicion de restriccion, mientras que la CA para la sacarosa depende solamente
del acceso restringido a sacarosa y no requiere de asociarse a la restriccion de
alimento. Ambos tipos de CA fueron independientes entre si y ambos mostraron un
patrén dia-noche con mayor intensidad durante la noche, que es la fase de
actividad en la rata. La CA fue precedida por actividad de anticipacion, excepto
para el grupo ARA-noche. No se observd una asociacion entre la CA y el nimero
de células positivas a TH en el ATV, ni a GLUR1 en el NA. Se encontr6 un aumento
de la densidad Optica de los receptores D1 en animales expuestos a la
combinacion de ARA y sacarosa.

Conclusion: Los resultados sefalan la importancia de los horarios para comer,
resaltando una mayor vulnerabilidad al desarrollo de CA durante la fase de
actividad.



ABSTRACT

Binge eating behavior (BEB) is an eating disorder leading to overweight and
obesity. In animal models, BEB is defined as overconsumption in a brief time
interval and it develops as a progressive increase in food intake during the interval
of food access along the days. It is triggered by restricting access to regular chow or
to palatable food and is associated with dopamine release from the Ventral
Tegmental Area (VTA) to Nucleus Accumbens (NA). Dopamine function, as well as
food intake exhibit day-night differences, suggesting regulation by the circadian
system.

Objectives: This study explored whether BEB exhibits a day-night pattern and
whether BEB to sucrose required to be associated with restricted food access. This
study also explored whether behavioral changes are associated with TH cells in the
VTA, with the expression of D1 and GLURL1 receptors in the NA.

Results: Present data indicate that BEB for chow is directly dependent on restricted
food access, while BEB for sucrose depends on restricted access to sucrose. Both
types of BEB were independent of each other and both exhibited a day-night pattern
with increased intensity during the active phase (the night for Wistar rats). BEB was
preceded by anticipatory activation, except for the RFA during the day. No effects
associated with BEB were observed in the number of positive cells to TH in the
VTA, nor to GLURL in the NA. Increased optical density for D1 receptors was found
in animals exposed to the combination of RFA and sucrose.

Conclusion: Present results point out the importance of time schedules to eat,

highlighting an increased vulnerability to developing BEB during the active phase.



1. Introduccién

Los trastornos de la conducta alimentaria son un problema de salud publica,
su etiologia puede ser variable y pueden desencadenar problemas graves de salud
y psicolégicos. El trastorno alimenticio mas recurrente es el trastorno de atracon
(TA), presentandose en aproximadamente 5% de la poblacion en los Estados
Unidos y en el 1% de la poblacion a nivel mundial. EI TA se caracteriza por el
consumo de grandes cantidades de alimento en un periodo breve de tiempo,
regularmente acompafado por sentimientos de pérdida de control y de culpa ante
el evento.

Diversos factores han sido descritos en la literatura como posibles
desencadenantes del TA; eventos tempranos durante el desarrollo, exposicion a
eventos estresantes, acceso a alimento altamente energético/apetitoso y la
restricciobn de alimento producida por periodos de dieta. Es por esto que se ha
tratado de modelar experimentalmente en animales el TA a través de la conducta
de atracon (CA) para poder dilucidar las posibles causas y consecuencias, asi
como los mecanismos neurobiolégicos que le subyacen, para asi poder generar
nuevas alternativas de prevencion y tratamiento.

Se ha descrito ampliamente en la literatura la relacion entre la CA y dos
sistemas cerebrales, el sistema homeostatico (hipotalamico) de ingestion de
alimentos y el sistema heddnico (via mesocorticolimbica). Se propone que ambos
sistemas podrian estar influyendo sobre la CA, por una parte el sistema
hipotalamico de la regulacién de alimento podria influir sobre el sobreconsumo de
alimento tras largos periodos de restriccidn de alimento, mientras que el sistema
mesocorticolimbico a través de la neurotransmision dopaminérgica podria estar
involucrado en los mecanismos de deseo/blsqueda (“wanting”) y reforzamiento
(“liking”).

Otro factor que debe ser tomado en cuenta es que ambos sistemas
mencionados anteriormente se encuentran bajo la influencia del sistema circadiano,
siendo resultado de esto que la mayor parte la ingestion de alimentos se da
principalmente durante el periodo de actividad en los animales, en este mismo
intervalo de tiempo es cuando los animales muestran mas conductas dirigidas a
obtener reforzadores naturales y artificiales.

El presente trabajo explora el efecto del acceso restringido al alimento y de los
horarios de administracion de sacarosa sobre la conducta de atracon, asi como los
efectos en la via mesocoticolimbica a nivel de los receptores de dopamina D1



(DR1) y en la subunidad GLURL1 del receptor a glutamato (AMPA) y de la proteina
tirosina hidroxilasa (TH).

1.1. Trastorno de atracon

Los trastornos de la conducta alimentaria (TCA) son un problema de salud
publica de gran interés tanto para investigadores de ciencia basica como para los
clinicos. La etiologia de los TCA puede ser variable, en donde los factores
psicoldgicos, sociales y biolégicos pueden tener una gran influencia para promover

su desarrollo.

Los TCA se caracterizan por la alteracion de los habitos alimenticios y la
preocupacion de la imagen corporal, lo cual puede resultar en problemas
clinicamente significativos en la salud y la funcionalidad psicosocial (Fairburn and
Harrison, 2003). Dentro de los trastornos alimenticios mas comunes, se encuentra
la anorexia nerviosa (AN), la bulimia nerviosa (BN) y el trastorno por atracon (TA).
La prevalencia del TA de acuerdo a un estudio de Kinzl et al. (1997) es de 3.3%
para la poblacién femenina mientras que para la poblacion masculina la prevalencia
es de 0.8% (Kinzl et al., 1999). En la poblacién estadounidense se ha demostrado
que el TA es 1.5 veces mas comun en las mujeres que en hombres (Hudson et al.,
2008), resultados similares se han obtenido en otras poblaciones (Kjelsas et al.,
2004).

El TA se caracteriza por episodios recurrentes de ingestion de una gran
cantidad de alimentos en un periodo corto de tiempo en comparacién con el
consumo habitual. Dichos episodios suelen estar acompafados de un sentimiento
de pérdida de control (American Psychiatric Association, 2013). Una persona que
padece TA consumo rapidamente alimentos independientemente de la saciedad,
expresan sentimientos de culpa y pérdida de control, para ser diagnosticado con
TA, el paciente debe presentar episodios al menos una vez a las semana en un

periodo de tres meses.

La importancia de estudiar el TA radica en que el 76% de los adultos y el

85% de los adolescentes con TA presentan también otros desordenes psiquiatricos
4



como ansiedad, trastornos del estado de &nimo y abuso de sustancias (Hudson et
al., 2008). Aproximadamente 35% de la poblacion que padece de TA es obesa
(Hudson et al., 2008) y pueden presentar mayor riesgo a padecer de hipertension,
dislipidemia, o diabetes tipo 2 (Marcus and Wildes, 2009) (Hudson et al., 2010).

La evidencia sugiere que la aparicion del TA es inducida por la restriccion
alimenticia acompafada de estados afectivos negativos, como estrés, ansiedad
etc., de tal forma que un sujeto con historial de periodos de dieta aunado a un
ambiente estresante es méas propenso a desarrollar TA (Wolff et al., 2000) (Stice et
al., 2000). De acuerdo a lo anterior se propone que la recurrente restriccion de
alimentos es el predictor mas consistente del sobreconsumo de alimentos en

respuesta a estresores.

Un aspecto critico del TA en humanos es la notable preferencia que se tiene

hacia los alimentos altos en grasas y azucares (Weltzin et al., 1991).
1.2. El sistema homeostéatico y heddnico paralaingestion de alimento

La ingestion de alimentos esta guiada principalmente por la necesidad de
mantener un balance energético. Las sefiales que desencadenan la busqueda de
alimento se originan tanto a nivel del sistema nervioso central: en nudcleos
hipotalamicos, como a nivel de la periferia con hormonas como leptina y grelina
(Lutter and Nestler, 2009). En el caso de las hormonas antes mencionadas, la
leptina es secretada por el tejido adiposo para suprimir la ingestion de alimento
(Zigman and Elmquist, 2003), mientras que la grelina es un péptido liberado por el
estbmago ante un balance energético negativo, estimulando asi la ingestion de

alimento y el almacenamiento de energia (Zigman and EImquist, 2003).

A pesar de que los receptores de grelina y de leptina se encuentran
expresados en gran parte del cuerpo y del sistema nervioso central, el nucleo
Arqueado del hipotalamo es un sitio de principal interés, por encontrarse en un area
libre de barrera hematoencefalica, lo cual le permite ejercer un papel relevante en

la regulacion de la alimentacion y el metabolismo ante las sefiales hormonales de
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los 6rganos de la periferia (Saper et al., 2002). El nlcleo arqueado establece un
circuito de interaccion con otras estructuras hipotaldmicas que también estan
involucradas en la ingestion de alimento, tales como: Hipotdlamo lateral,
Hipotalamo Dorsomedial y el Hipotalamo Ventromedial (Saper et al., 2002). Este
circuito determina los estados de hambre/saciedad y coordina el metabolismo
energético, para procurar el adecuado balance entre ingestion de alimento y
saciedad, recibe sefiales de diversas hormonas y péptidos secretados en la
periferia: Insulina, Péptido similar al glucagon y adiponectina (Méquinion et al.,
2013).

Ademas del sistema hipotalamico (homeostatico), el sistema hedonico,
principalmente la via mesocorticolimbica, participa en la regulacion de la
alimentacion. Las hormonas leptina y grelina ejercen sus efectos directamente
sobre areas encargadas de la motivacién para obtener alimento. Diversos estudios
han demostrado en ratas que ante el consumo de alimento, la leptina liberada ante
el consumo, disminuye la liberacién basal de dopamina del Area Tegmental Ventral
(ATV) asi como la liberacion de dopamina hacia el Nucleo Accumbens (NAc)
(Krlgel et al., 2003), mientras que otras investigaciones sugieren que la liberacion
de dopamina en el NAc podria estimularse por la administracién de grelina (Abizaid
et al., 2006).

La relevancia de la dopamina para estimular la alimentacion se ha puesto en
evidencia con un estudio reciente que demostré que los animales knock-out (KO)
de TH (con incapacidad de sintetizar dopamina) mueren rapidamente por la falta de
ingestion de alimentos y que la restauracion en la produccién de dopamina

mediante terapia génica restablece la alimentacion (Szczypka et al., 2001).

El mecanismo a través del cual el NAc influye directamente sobre la
alimentacion aun no es bien entendido. Se ha descrito que el NAc tiene
interacciones reciprocas con el Hipotalamo Lateral (HL), del cual se ha comprobado
su papel en la conducta de alimentacion (Phillipson and Griffiths, 1985). Por otra

parte se ha demostrado que la transmision Dopaminérgica en el ndcleo Accumbens



puede cumplir un papel fundamental en los aspectos instrumentales que llevan a la
bldsqueda de alimento, si bien la deplecién de Dopamina en el NAc no disminuye ni
la ingestion de alimento ni la busqueda de alimento, si disminuye la motivacién por
conseguirlo, esto demostrado a través de pruebas operantes (Salamone et al.,
2003).

1.3. Modelos animales del Trastorno de atracon (conducta de atracén).

Los modelos animales de conducta de atracon (CA) ofrecen una oportunidad
para elucidar la etiologia y mecanismos de este tipo de desorden alimenticio con la
finalidad de encontrar tratamientos clinicos. Un factor de gran importancia en la
etiologia y modelos de la CA es la privacién de alimento generada por periodos de
dieta. Por ello, en la literatura se ha explorado la privacion de alimento y la pérdida
de peso que le acompafia, como factores inductores de la busqueda de estimulos
apetitivos (Carr, 2002).

En un estudio de Cottone y cols. (Cottone et al., 2008) se propone que el
acceso restringido a alimento altamente apetecible (durante 10 minutos) lleva a la
disminucién en el consumo de alimento estandar de laboratorio (hipofagia) e
incrementa el consumo del alimento apetitoso (hiperfagia), llevando a los animales
a consumir hasta un 40% de las kilocalorias diarias en un periodo de 10 minutos.

Avena y cols. (Avena et al., 2009) utilizan otro modelo de restriccion de
alimento para generar CA en rata, en este protocolo las ratas son sometidas
durante 21 dias a 12 horas de privacién de alimento seguidas de 12 horas de
acceso a una solucion de sacarosa al 10% acompafiada de alimento estandar de
laboratorio. Han encontrado que aquellas ratas con el régimen de privacion de
alimento aunado a sacarosa, presentan un atracon a sacarosa desde los primeros
dias del protocolo. Con este modelo Avena reporta efectos a nivel neuroquimico del

sistema nervioso central, que se mencionaran mas adelante.

En un estudio de nuestro grupo (Angeles-Castellanos et al., 2007) enfocado

a la sincronizacion por alimento, se encontraron caracteristicas similares a las
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encontradas en los modelos antes mencionados de atracon. Se realiz6 un
protocolo de sincronizacion al alimento, con privacién de alimento de 22 horas y
acceso al alimento estandar solo dos horas a la mitad de la fase de luz durante 21
dias, encontrando que ante este protocolo las ratas llegaban a consumir hasta 22
gramos de dieta estandar en dos horas (lo cual equivale aproximadamente al 50-
60% de su consumo total diario (Nistiar et al., 2012)).

Por otra parte Chausse y cols. (Chausse et al., 2014) desarrollaron un
protocolo de privacion intermitente de alimento, en donde a lo largo de 21 dias los
animales fueron expuestos a ciclos de privacién-realimentacion para
posteriormente retirarles el alimento por completo durante 1 dia y al siguiente dia
se les regresaba. Encontraron que aquellos animales bajo la condicidn de ciclos de
privacién-realimentacion consumian hasta 14 gramos (aproximadamente al 40% de
su consumo total diario) de alimento estandar en una hora, cuando el alimento les

era entregado.
1.4. Cambios en el sistema nervioso observados en modelos de CA

Con el modelo de restriccion de alimento y acceso a sacarosa de Avena (Avena,
2010) se han reportado cambios en diversos procesos del sistema de regulacion
hedonica:

e Incremento en la liberacion de Dopamina (DA) en el Nucleo Accumbens
(NAc) (Rada et al., 2005; Avena et al., 2006).

e Incremento en la unién a ligando de receptores D1 en el NAc (ligando usado
[BH]SCH23390]) (Colantuoni et al., 2001).

e Decremento en la unién a ligando de receptores D2 en el estriado (ligando
usado [*?°] lodosulpride) [34].

Koban y cols. (Koban et al.,, 2008) describieron en un modelo de CA un
incremento en los niveles de ARNm de neuropeptido Y (NPY) en el nucleo
arqueado, es bien sabido el papel del NPY en la regulacion del balance energético

y el apetito. Confirmando que en la CA pueden intervenir tanto en los aspectos
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hedonicos 0 motivantes del alimento, asi como los procesos homeostaticos que
controlan la conducta de ingestion de alimento, y que ambos sistemas podrian

estar regulando la CA.

Previos estudios de nuestro grupo han explorado los efectos del acceso
restringido a alimento apetitoso sobre ambos sistemas (homeostatico y hedonico).
Mendoza et al. (2005) en un protocolo de sincronizacién al alimento, administraron
5 gr. de chocolate a ratas de forma diaria durante 21 dias a la mitad de la fase de
descanso, reportaron un incremento de la proteina c-Fos en el NAc en su region
shell y core, en la corteza prefrontal y en la amigdala central previo a la hora de la
entrega del chocolate. Esta activacion neuronal persistio hasta por 7 dias
posteriores a la interrupcion de la entrega del chocolate. Cabe destacar que las 45
kilocalorias correspondientes a los 5 gramos que consumia la rata en un intervalo
breve, equivalen al 50% de su consumo diario, representando asi un evento de

atracon.

Ademas Angeles-Castellanos en 2008 realiz6 la medicion de genes reloj que
intervienen en la maquinaria molecular que informa acerca del tiempo en las
células y en éareas del sistema de recompensa, en el mismo modelo usado por
Mendoza en 2005, encontrando que los ciclos diarios de expresién de la proteina
PERL1 se sincronizan a la hora de la entrega del chocolate, lo cual sugiere que este
componente del reloj molecular podria tener un papel en el atracén a chocolate que
se observa en este modelo. Los datos obtenidos por nuestro laboratorio sugieren
que tanto el alimento apetitoso, sin necesidad de privacion de alimento, como la
privacién de alimento por si sola son factores inductores de la CA, y que ambos
sistemas (homeostatico y heddnico) podrian tener una participacion en el trastorno.

En un estudio de Johnson y Kenny en 2010 (Johnson and Kenny, 2010) se
encontré que el niumero de receptores de dopamina D2 en NAc correlacionaba
negativamente con el indice de masa corporal de las ratas que habian sido
sometidas a un protocolo de acceso a dieta apetitosa. Ademas los animales con

historia de acceso a dieta apetitosa mostraban un mayor umbral de reforzamiento



en una prueba de estimulacion intracraneal, demostrando que el consumo de
dietas apetitosas puede influir sobre el sistema dopaminérgico, incrementando el

umbral de reforzamiento en estructuras como el NAc.

Los modelos animales de atracon a pesar de explorar aspectos diferentes de
los trastornos muestran ciertas caracteristicas en comun; como las alteraciones a
nivel hipotalamico y a nivel del circuito de recompensa en especial en la via
mesocorticolimbica (ATV-NAc-CPF). Mequinion et al (Méquinion et al.,, 2013)
recopilaron informacion con respecto a los trastornos alimenticios y la neurobiologia
detras de estos trastornos, lo cual se muestra en la figura 1. Se puede observar de
forma resumida los factores secretados en la periferia por ciertos 6rganos o
glandulas que pueden tener impacto tanto sobre el sistema homeostatico y el
sistema hedonico, y que ambos sistemas son capaces de generar las sefiales de
hambre-saciedad, la experiencia de palatabilidad de cierto alimento, e incluso los

estados de animo intervienen en la percepciéon que se puede tener de hambre.
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Figura 1. Esquema que muestra las relaciones entre el sistema homeostatico de alimentacién y el sistema hedénico
involucrados en la CA. El cerebro “hedénico” esta conformado principalmente por el sistema mesocorticolimbico, el cual
incluye al Area Tegmental Ventral, el Nucleo Acumbens y la Corteza prefrontal (ATV, Ac, CPF). Las hormonas de la periferia
que vienen del tejido adiposo, el tracto gastrointestinal, o los ovarios alcanzan estas areas ya sea de forma directa o indirecta
para activar tanto el sistema de balance energético (cerebro homeostatico) como el hedonismo asociado a la ingestiéon de
alimentos (cerebro hedénico), la informacion que llega a estos centros se asociara con hambre, saliencia de los alimentos,
procesos de aprendizaje, estado de animo, o niveles de estrés. Ante un balance energético negativo la informacion de la
periferia llevara a la ingestion de alimentos, una vez que se satisface la necesidad energética se comenzaran a producir las
sefiales de saciedad tanto a nivel periférico como central, que reduciran el consumo de alimento. Modificado de Mequinion et
al. 2013.

1.5. Participacion del sistema dopaminérgico y glutamatérgico en el

atracon a sacarosa

Dado que el factor en comun para la mayoria de los protocolos de atracon es
la privacion de alimento, vale la pena resaltar el posible mecanismo neuronal a
través del cual podria estar generando mayor susceptibilidad al consumo de dietas

apetitosas como en el caso de la sacarosa.

11



En un estudio pionero, Pothos y cols (1995), demostraron que exponer a
ratas a privacion de alimento hasta que perdieran un 25% de su peso corporal
llevaba a una disminucion en los niveles basales de dopamina en el NAc de hasta
de un 50% comparados con el grupo control. De esta forma, la privacion de
alimento llevé a reduccion de la sintesis de dopamina, a través de la inhibicion de la
actividad de la Tirosina Hidroxilasa (TH) (Pan et al., 2006).

Otro estudio sugirid que el sistema glutamatérgico podria estar interviniendo
para modificar la actividad de las neuronas dopaminérgicas en el NAc. Carr y cols.
(Carr, 2002) exploraron el papel del sistema glutamatérgico en las sinapsis
dopaminérgicas del NAc. A un grupo de ratas sometidas a privacion de alimento se
les administr6 un agonista dopaminérgico de receptores DR1 (SKF-82958) o
sacarosa y se determinaron los niveles de la proteina GIuR1 (subunidad de los
receptores AMPA) en el NAc. Dicha subunidad se encontraba incrementada en los
animales que habian tenido privacién de alimento y el agonista a D1, el mismo
efecto se encontré a los animales que habian consumido sacarosa, lo cual sugiere
que ambas ambos sistemas de neurotransmision podrian estar impactando a nivel

de la post-sinapsis en una forma similar. (Carr et al., 2010).

En un estudio posterior de Tukey y cols. (Tukey et al., 2013), se pudo
demostrar que el acceso a sacarosa promueve mayores niveles de la proteina
GLUR1 de los receptores AMPA, y que el incremento en dicha subunidad es
dependiente del consumo de sacarosa, el hecho de que esta proteina esté
presente en la sinapsis, esta relacionado con mayor probabilidad de que el canal
AMPA se abra y pueda llevar a cambios neuronales que promuevan formacion de

nuevas sinapsis entre neuronas.

Los estudios antes descritos sugieren que en una sinapsis glutamatérgica-
dopaminérgica del NAc, ante la liberacion de dopamina del ATV (dado por
sustancias de abuso o reforzadores naturales, como en el caso de sacarosa) se
podrd observar un incremento de la fosforilacion de la subunidad GIuR1 que le

permitira al receptor AMPA anclarse a la membrana, y que esto a su vez podria
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llevar a cambios neuroplasticos similares a los observados en la potenciacion a

largo plazo (Figura 2).

D1
Izlilx\;y\ =

TERMINAL
DOPAMINERGICA

Figura 2. Esquema que ejemplifica el modelo mediante el cual el receptor de Dopamina (D1R) facilita la fusion de los
receptores AMPA a glutamato a la membrana celular. 1. La estimulacion de los D1R facilita el trafico de los receptores
AMPA (del citoplasma a la membrana) a través de la fosforilacion mediada por la proteina cinasa PKA (sobre la serina 845)
(flechas negras en el esquema). 2. La actividad prolongada de los receptores D1R incrementa la actividad de los canales de
Calcio tipo L y promueve asi la fosforilacion mediada por CAMKII facilitando en anclaje de los receptores AMPA a la

membrana (flechas grises). Modificado de Hudson et al. 2013.

1.6. Efectos dela hora de alimentacién en la CA

En la literatura se propone que la liberacion de dopamina, de glutamato y
diversos componentes de estos sistemas de neurotransmision podrian tener un
patrén circadiano de actividad (Castaneda and Prado, 2004), es decir que los
niveles de estos neurotransmisores varian a lo largo del dia con ciclos aproximados
de 24hrs. Ademas de que ha sido demostrado que diversas conductas
relacionadas con la busqueda de reforzadores tanto naturales como artificiales son
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dependientes del momento del dia en el cual los animales sean expuestos a los
reforzadores (Abarca et al., 2002; Webb et al., 2009; Bainier et al., 2017). Por otra
parte se ha demostrado que alteraciones del sistema circadiano son capaces de
generar mayor susceptibilidad a desarrollar trastornos del estado de animo,
problemas metabdlicos y déficits cognitivos. Esto sugiere una regulacion ritmica de
los procesos antes mencionados, regulada de forma directa por el sistema

circadiano.

1.7. El sistema circadiano

El sistema circadiano estd formado por un reloj central y osciladores,
centrales y periféricos. El sistema circadiano le da la capacidad a cada individuo de
expresar ciclos en su conducta y fisiologia, con una temporalidad de
aproximadamente 24 horas (Anders, 1982).

En los mamiferos el nucleo supraquiasmatico del hipotdlamo (NSQ) es el
reloj biolégico que genera los ritmos circadianos, y transmite sefales de ritmicidad
a los demés osciladores para mantenerlos acoplados y oscilando en sincronia. El
NSQ se sincroniza principalmente al ciclo luz-oscuridad (LD), lo que se conoce
como sincronizacion fética (Herzog et al., 1998). La sincronizacién se define como
el proceso bioldgico en el cual el tiempo enddgeno del reloj circadiano se ajusta al
de una sefial periddica externa (Roenneberg et al., 2015). Ademas del ciclo luz-
oscuridad otros eventos ciclicos pueden influir sobre el sistema circadiano, entre
ellos ciclos de temperatura, de alimentacién y de actividad. Al ejercer su influencia

sobre el reloj bioldgico se les considera sincronizadores no-féticos.

Para transmitir la ritmicidad al resto del organismo, el NSQ proyecta hacia diversos
nacleos hipotalamicos sobre los que impone ritmos de actividad neuronal y de
actividad endocrina y de esta forma generar los ritmos circadianos enddcrinos,
neuroendocrinos y autonomicos (Buijs et al., 2003). Estudios neuroanatdmicos han

demostrado que las proyecciones del NSQ tienen como objetivo principalmente una
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zona limitada de nudcleos hipotalamicos, siendo uno de estos principales objetivos
el nucleo paraventricular del hipotdlamo, el area predptica medial y el ndcleo
dorsomedial del hipotdlamo. Diversas de las funciones fisiologicas reguladas por el
NSQ estan bajo el control de las proyecciones de dichos ndcleos hacia neuronas
del sistema nervioso simpético y parasimpatico (Pfaff, 2013) y a través de procesos

neuroendocrinos dependientes de estos nucleos.

La capacidad de las células del NSQ y de otras regiones hipotalamicas para
oscilar depende de un sistema de genes reloj que interactian para formar una
actividad ritmica circadiana. Este sistema posee asas de retroalimentacion
positivas y negativas para la regulacion de la expresion de diversos genes “reloj”
(Dardente and Cermakian, 2007). El ciclo se inicia con las proteinas producto de
los genes reloj Clock y Bmall que se unen formando complejos heterodiméricos y
que estimulan la transcripcion de los genes Periodo (Perl-3) y Criptocromo (Cry1-
2). Los complejos formados por las proteinas de estos genes (PER y CRY) se
acumulan en el nucleo de la célula para inhibir su propia transcripcion a través de
una accién en los complejos formados por CLOCK y BMAL1. La reactivacion de
Clock y Bmall, para reiniciar un nuevo ciclo, ocurre horas més tarde después de

gue PER y CRY han sido degradados en el nacleo (Reppert and Weaver, 2002).

1.8. ElI sistema circadiano y su relacibn con el sistema

mesocorticolimbico.

Como ya se mencion6 la respuesta hacia estimulos reforzantes presenta
variaciones circadianas, siendo la fase de actividad en la que se encuentra una
mayor respuesta hacia estos estimulos, ya sean reforzadores naturales (Webb et
al., 2009; Bainier et al., 2017) o artificiales (Falcon and McClung, 2009; Webb et al.,
2009; Parekh et al., 2015). Sleipness (Sleipness et al., 2007) propone un término
llamado “recompensa potencial”’, en el cual habla de una respuesta diferencial

hacia estimulos recompensantes dependiendo de la hora del dia, por ejemplo, la
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respuesta es mayor en la noche para los animales nocturnos y durante el dia para

los animales diurnos.

Apoyando el concepto de recompensa potencial, Webb et al. 2009
demostraron que existia un patron aparentemente circadiano en el
condicionamiento de preferencia de lugar hacia reforzadores naturales (hembra
receptiva) y no naturales (anfetaminas), encontrando que el mayor
condicionamiento de preferencia de lugar se veia hacia la mitad de la fase de
oscuridad, mientras que para anfetaminas se observaban dos picos, uno en la

mitad de la fase de oscuridad y justo a la mitad de la fase de luz.

En un estudio realizado por Angeles-Castellanos et al. 2007, se realizd un
protocolo de sincronizacion a alimento apetecible, el cual consistia en administrar 5
gr. de chocolate durante 21 dias a un grupo de ratas experimentales. Se pudo
observar que los animales que habian sido expuestos a acceso restringido a
chocolate desarrollaban actividad de anticipacién a la llegada del chocolate hasta
15 minutos previos a la entrega. Ademas de los efectos conductuales encontrados
Angeles-Castellanos et al. 2007 demostré que la expresion de c-Fos se encontraba
incrementada en areas del sistema nervioso central, relacionadas con la
recompensa; NAc, Amigdala central y Corteza Prefrontal (CPF) y que los ritmos
diarios de la proteina PER1 se sincronizaban a la entrega del chocolate en las
areas antes mencionadas (Angeles-Castellanos et al., 2007). Lo cual sugiere que
un alimento apetecible es capaz de modificar no solo la actividad locomotora, sino
también la actividad y los marcadores de temporalidad en areas del circuito de

recompensa.

Por otra parte, Baltazar et al. 2013, aportaron mas evidencias acerca de los
ritmos diarios de actividad en estas areas del circuito de recompensa. En su
estudio cuantifico la proteina c-Fos en NAc, ATV y CPF, encontrando que estas
tres estructuras presentaban un patrén de expresion de c-Fos dependiente de la
hora del dia, con el punto mas alto de esta proteina hacia la fase de oscuridad.
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Baltazar describié que al lesionar la CPF se perdian estos ritmos diarios de la
proteina c-Fos en el NAc, pero no en el ATV, lo cual abre la posibilidad de que la
temporalidad del NAC dependa de su interaccion con la CPF mientras que el ATV

reciba informacion de forma directa o indirecta del NSQ.

Como se mencion6 anteriormente una eferencia del reloj central, el NSQ, es
hacia el tdlamo paraventricular, y que este a su vez podria estar regulando la
actividad ritmica del hipocampo, la amigdala, el septum, la corteza del cingulo y el
Nac, generando de esta forma los ritmos circadianos relacionados con la
motivacion, recompensa, algunos procesos cognitivos y la integracion motora
asociada a conductas motivadas. Otras posibles eferencias del NSQ hacia
estructuras limbicas son el area pre-Optica medial, el hipotdlamo dorsomedial y la

habénula lateral (Moore et al., 2002).

Es importante destacar que no solo los genes y proteinas relacionados con
el NSQ muestran una expresion ritmica y/o sincronizada a la recompensa, en un
estudio de Castaneda & Prado 2004, mostraron en un modelo en rata, que los
neurotransmisores dopamina y glutamato presentaban un patrén circadiano de
liberacion tanto en el estriado como en el NAc, y que estos ritmos son
dependientes de los cambios en la iluminacién ambiental. Por una parte, en el
estriado la dopamina, parece verse influida por, sin embargo en el NAc presentan

un ritmo circadiano incluso en condiciones de oscuridad constante.

Sleipness et al. en 2007 demostraron que la lesion del NSQ provocaba una
disminucion en los niveles del transportador de dopamina y TH en NAc y el
estriado, estos resultados sugieren una dependencia del sistema dopaminérgico de
la actividad del reloj central. Previamente se habia demostrado que el pegado a
receptores dopaminérgicos en NAc presentaba una variacion a lo largo del dia,

incluso en ausencia de sincronizadores ambientales (Naber et al., 1982).
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En el estudio previamente descrito de Webb et al. (Webb et al., 2009)
encontraron que los niveles de la proteina TH en NAc y ATV presentaban una
variacion a lo largo del dia que coincidia con lo encontrado en las pruebas
conductuales de condicionamiento de preferencia de lugar, con niveles mas altos
durante el dia en el ATV, mientras que en NAc el nivel mas alto de expresion se
encontrd durante la noche. Estos resultados sugieren que existen ciertos puntos del
dia en los que un estimulo apetitivo podria ser mas reforzante y que esta variacion
a lo largo del dia podria estar mediada por las variaciones diurnas de dopamina en
la via mesocorticolimbica que a su vez podria estar controladas de forma directa o

indirecta (via NSQ) por la oscilacion de genes reloj y la exposicién al ciclo LD.

Hampp et al. en 2008 demostraron que la MAOa (la enzima de degradacién
de las catecolaminas) puede ser regulada por los genes reloj, en especial por la
proteina PER2. Hampp et al utilizaron un mutante de PER2, incapaz de producir
dicha proteina, y se encontré que el ritmo de MAOa se veia abolido en el ATV y en
el NAc. Al mismo tiempo los niveles de liberacion de dopamina se mantuvieron mas
altos a lo largo del dia ante dicha mutacion. Golombek et al (Golombek et al., 2014)
proponen que también otros componentes del sistema dopaminérgico presentan
una dependencia de los genes reloj, tal es el caso de la tirosina hidroxilasa, el
transportador de dopamina, los receptores DR2 y la MAOb. Estos resultados
sugieren que el sistema dopaminérgico involucrado en la CA presenta
caracteristicas circadianas, que a su vez podrian inducir a un organismo a
consumir mas alimento y aumentar la vulnerabilidad a la CA en cierto momento del
dia (Figura 3).

18



NEURONA PRESINAPTICA NEURONA POSTSINAPTICA

Clock r M
MAOQ
Bmal
@ o @@ S@=® [[——n
DA > —| pert C
@D @D e e C

| J/

Figura 3. Componentes moleculares del reloj biolégico y su relacion con el sistema dopaminérgico.Se ejemplifica la interrelacion entre las proteinas PER1-2 ,CRY 1-2 y

CLOCK-BMALL1 con componentes del sistema dopaminérgico, en donde se describe que las proteinas del reloj molecular podrian iniciar la transcripcion de las proteinas tirosina
hidroxilasa (TH), transportador de dopamina (DAT), receptor a dopamina 2 (D2) y la monoamino oxidasa a 'y b (MAOa y MAOb), asi como también se observa la posible influencia del

sistema dopaminérgico sobre la actividad de las proteinas del reloj. Modificado de Golombek 2014
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La conducta de atracon (CA) puede ser inducida a través de la exposicion a
alimentos con alto contenido energético y/o a través del acceso restringido al
alimento estandar. La CA depende parcialmente del sistema dopaminérgico y a su
vez la sintesis, liberacion, recaptura y degradacion de dopamina esta altamente
ligada a la accién de los genes reloj y el sistema circadiano. Igualmente la
conducta de atracon, asi como diversas conductas dirigidas a la busqueda de

reforzadores naturales y artificiales presentan un patrén circadiano.

Por lo antes expuesto y con la finalidad de comprender las caracteristicas
tanto conductuales vy fisiologicas de la CA, decidimos explorar la influencia del
acceso intermitente al alimento y a sacarosa en el desarrollo de la CA, asi como la
posible interaccion de estos factores con el sistema circadiano. De esta forma
pretendemos aportar informacioén que pueda ser Util para el estudio futuro de la CA
asi como para la comprension y aplicacion de este conocimiento en posibles

tratamientos.
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3.

OBJETIVO PRINCIPAL
Determinar la contribucion diferencial del acceso restringido al alimento y

del acceso a alimento apetitoso o la combinacion de ambos sobre la CA.

3.1. Objetivos particulares

a) Determinar si la hora de acceso a sacarosa y/o alimento es determinante
para la CA.

b) Determinar si el acceso restringido al alimento es un factor inductor de la
CA.

c) Describir si la CA modifica la actividad locomotora y el ritmo de
temperatura.

d) Comparar la expresion de D1 y GLUR1 en NAc y TH en El ATV entre los
grupos con diferentes horarios de acceso a sacarosa y/o alimento.

4. HIPOTESIS

H1. La hora de acceso a sacarosa y/o alimento estandar sera determinante
en la expresion y magnitud de la CA.

H2. El acceso restringido al alimento sera un factor determinante para el

desarrollo y la expresion del CA.

H3. Las ratas expuestas a horarios restringidos al alimento normal o
apetecible mostraran actividad locomotora en anticipaciéon al acceso al
alimento/sacarosa y un incremento de la actividad locomotora durante su

consumao.

H4. Los grupos experimentales que presenten TA mostraran mayor
expresion de D1 y GluR1 en el NAc y de TH en el ATV dependientemente

de la hora de acceso a sacarosa/alimento.
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1. Animales y condiciones experimentales

Para estos experimentos se utilizaron rata macho de la cepa Wistar con un
peso inicial de 150-180 gramos. Los animales fueron alojados en cajas
individuales de acrilico (45x30x35cm), colocadas dentro de estantes con flujo de
aire y temperatura controlados (22°+ 1°C). Se mantuvo a los animales en un ciclo
de luz/ oscuridad 12:12, con horario de encendido de las luces a las 11:00 horas,
dicho punto se defini6 como ZTO (ZTO corresponde al encendido de las luces). Se
mantuvo a los animales con agua y alimento estandar (Rodent Laboratory Chow
5001; Purina, St. Louis, MO, USA) ad libitum, a menos de que la condicién
experimental especifique otro esquema. Las ratas fueron aclimatadas a las
condiciones del bioterio por al menos una semana antes de iniciar la linea base.

Este proyecto fue aprobado por el comité de investigacion y ética de la
Facultad de Medicina de la UNAM (141/2014); el manejo de los animales fue
realizado de acuerdo a la guia nacional para el cuidado y uso de animales de
experimentacion de la Ciudad de México. EI nimero de animales usado fue
minimizado y se tomaron todas las medidas para evitar el sufrimiento de los

animales.

5.2. Disefio experimental

El protocolo tuvo una duracién de 42 dias (6 semanas), de los cuales los
primeros 7 dias sirvieron como linea base, a partir de la segunda semana los
animales fueron asignados aleatoriamente a una de las siguientes 7 condiciones

experimentales durante 5 semanas (ver Figura 4):

e Control (CTRL): Se mantuvieron con agua y alimento ad libitum durante 5
semanas.

e Sacarosa a la mitad del dia (SAC-D): Durante 5 semanas de lunes a
sabado se les dio acceso a 50 ml. de una solucion de sacarosa al 10% a la
mitad del dia (ZT 5 = 5 horas después del encendido de las luces), durante

todo el protocolo tuvieron acceso a alimento y agua ad libitum.
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e Sacarosa a la mitad de la noche (SAC-N): Durante 5 semanas de lunes a
sabado se les dio acceso a 50 ml. de una solucion de sacarosa al 10% a la
mitad de la noche (ZT17= 5 horas después del apagado de las luces),
durante todo el protocolo tuvieron acceso a alimento y agua ad libitum.

e Acceso restringido al alimento con administracion de sacarosa a la mitad
del dia (ARA+SAC-D): Durante 5 semanas de lunes a sabado se les retird
el alimento 8 horas previas a dar acceso a 50 ml. de una solucion de
sacarosa al 10%, la cual se entregé en ZT5, durante todo el protocolo
tuvieron agua ad libitum.

e Acceso restringido al alimento con administracion de sacarosa a la mitad de
la noche (ARA+SAC-N): Durante 5 semanas de lunes a sdbado se les retiro
el alimento 8 horas previas a dar acceso a 50 ml. de una solucion de
sacarosa al 10%, la cual se entregd en ZT17, durante todo el protocolo
tuvieron agua ad libitum.

e Acceso restringido al alimento durante el dia (ARA-D): Durante 5 semanas,
de lunes a sébado, se les retiro el alimento 8 horas previas al acceso al
alimento estandar el cual se entregd en ZT5. Durante todo el protocolo
tuvieron agua ad libitum.

e Acceso restringido al alimento durante la noche (ARA-D): Durante 5
semanas, de lunes a sabado, se les retiro el alimento 8 horas previas al
acceso al alimento estandar el cual se entregé en ZT17. Durante todo el

protocolo tuvieron agua ad libitum.
A lo largo del protocolo se realizaron diversas mediciones; actividad

locomotora, temperatura, peso de los animales, ingestion de alimento, ingestion de

agua, e ingestion de sacarosa.
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Figura 4. Disefio experimental. Después de una semana de linea base los animales fueron

expuestos a una de las siguientes condiciones: CTRL= grupo control, SAC-D= Acceso a sacarosa
durante el dia, ARA-D= Acceso restringido al alimento durante el dia, ARA+SAC-D= Acceso
restringido al alimento + sacarosa durante el dia, SAC-N= Acceso a sacarosa durante la noche,
ARA-N= Acceso restringido al alimento durante la noche, ARA+SAC-N= Accesos restringido al
alimento + sacarosa durante la noche. El ciclo de luz-oscuridad (12 horas luz: 12 horas oscuridad)
esta representado como rectangulos blancos y negros. Los rectangulos grises con la leyenda
“alilmento” representan la hora en la cual los animales tuvieron acceso al alimento. Los pequefios

rectdngulos con una “S” sobre ZT5 y ZT17 representan la hora de acceso a sacarosa.

24



5.3. Evaluacién de la conducta de atracon, ingestion de alimento y agua

Una vez por semana (dia 3 para la semana 1; dia 10 para semana 2, dia 17
para semana 3, dia 24 para semana 4; dia 31 para la semana 5) se realizo la
medicion de la ingestion de alimento, sacarosa y agua. Durante la hora de acceso
a sacarosa y/o alimento se les entreg6 a los animales 30 gr. de alimento estandar,
50 ml de agua y 50 ml de sacarosa en tubos falcon ™ de 50ml. Después de la
hora de acceso a sacarosa y/o alimento, el alimento sobrante fue pesado en una
balanza digital; igualmente se midi6 el restante de agua y de solucion de sacarosa
con una probeta de vidrio de 50 ml. Para la administracion de sacarosa, se
preparé diariamente una solucién de agua y sacarosa al 10%.

La conducta de atracon fue definida como un incremento en el consumo de
alimento y/o sacarosa que fuera igual o superior al doble del consumo del grupo
CTRL para el mismo intervalo de tiempo. Se compar6 el consumo del grupo CTRL
de ZT5-ZT6 con el consumo de los grupos con manipulacion experimental durante
el dia, el consumo de ZT17-ZT18 fue comparado con el consumo de los animales
con manipulacion experimental durante la noche. Ademas, se evalu6 el
escalamiento como criterio de atracon, el cual se defini6 como el incremento
progresivo en el consumo de sacarosa/chow a través de las 5 semanas del

protocolo.

5.4. Monitoreo de los ritmos diarios de actividad general

Las ratas fueron alojadas en estantes con condiciones controladas de
iluminacién (12 horas de luz; 12 horas de oscuridad). La actividad general fue
monitoreada, colectada y digitalizada a través de un sistema de almacenamiento
automatico, el cual cada minuto registraba los cambios de presion de las placas
gue se encontraban debajo de las cajas de acrilico que contenian a las ratas. Este
registro se realiz6 de manera automatica con una frecuencia de muestreo de 1
minuto. La informacién de intervalos de 15 minutos fue usada para la construccién

de los perfiles de actividad, los cuales muestran el patron diario de actividad de un
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ciclo de 24 horas. Para cada rata se construyeron actogramas de tipo double-plot
con el uso del programa SPAD 9 (Omnialva SA, México), un software con base en
Matlab. Las cuentas de movimiento fueron normalizadas para obtener un
porcentaje de actividad por hora. La intensidad de la actividad de anticipacion (AA)
se evaluo durante la hora previa a la llegada de sacarosa y/o alimento, la actividad
locomotora de la semana 5 se compardé con la actividad locomotora esperada a la

misma hora de la linea base.

5.5. Monitoreo de la temperatura corporal

Una semana previa al inicio de la linea base se realizaron las cirugias de
implantacion de termistores iButtons™. (iButton Sensor-Temperature Logger;
Maxim Integrated Products, Dallas, Semiconductor, USA). Previamente, los I-
buttons fueron programados para colectar muestras de temperatura corporal en
intervalos de 30 min. durante las cinco semanas del protocolo.

Para realizar la cirugia se limpioé el area de trabajo con benzal y alcohol,
después se procedid6 a anestesiar a las ratas con una combinacién de
ketamina+xilazina (Procin 0.01ml/100g de peso corporal+ Inoketam 0.02 ml/100g
de peso corporal) a través de una inyeccion intramuscular. Una vez anestesiado el
animal se rasuro el area de la cavidad toracica en donde se realizo la incision. Se
recostd a la rata sobre la mesa de cirugia con la cavidad toracica hacia arriba para
realizar una incision vertical de 7 cm. de longitud en el peritoneo, mediante esta
incision se expuso la piel y musculo abdominal, una vez expuesta la cavidad
peritoneal se procedio a insertar un I-button previamente desinfectado, se procedi6
a suturar masculo y piel con hilo triple 0 absorbible (catgut). Una vez cerrada el
area se desinfectd con isodine, posteriormente se regreso a las ratas a sus cajas
en los estantes, para un periodo de recuperacion de 1 semana, en donde
constantemente se le mantuvo en observacién para evitar complicaciones post-

operatorias.
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5.6. Obtencion de tejido e inmunohistoquimica

Al final de las seis semanas del protocolo se obtuvieron los cerebros en uno
de cuatro puntos temporales, con 6 horas de diferencia entre cada uno: iniciando a
las 10hrs (ZT23, ZT5, ZT11, ZT17). Las ratas se anestesiaron con una dosis letal
de pentobarbital monosédico (Pisabental 63mg/ml) inyectado de forma
intraperitoneal. Una vez que la rata no presentaba reflejos en las extremidades
inferiores se procedio a perfundirla por via intracardiaca con 250 ml de solucién
salina 0.09% seguido de 250 ml. de paraformaldehido en PB al 4% (PB; 0.1M, Ph
7.2). Posteriormente se extrajo el cerebro de cada animal y se colocé en
paraformaldehido para posfijacion por 24 horas seguido de crioproteccion en una

solucion de sacarosa al 30% por 3 dias.

Los cerebros se congelaron y se cortaron a -18°C con un criostato (Leica
CM1850, capacidad de congelacion a -40°C) a 40 um. Las secciones se
colectaron en 4 series organizadas de anterior a posterior en pozos con solucién
de buffer fosfatos al 0.1 My Ph 7.2 + 0.9% NaCl (PBS). Una serie fue incubada
para el anticuerpo para GLUR1 hecho en conejo (1:1000; Merck Millipore,
Burlington, Massachusetts, USA) una segunda serie fue incubada en un
anticuerpo para D1 hecho en ratén (1:1000; NovusBio, Littleton USA), una tercera
serie fue incubada para TH con un anticuerpo hecho en ratén (1:3000; Merck
Millipore, Burlington, Massachusetts, USA), los anticuerpos fueron diluidos en una
solucion de PBS pH 7.2, 0.25% gelatina y 0.5% de tritdn (T-100 Sigma; PBSGT).

Para el procedimiento de inmunohistoquimica se seleccionaron las
secciones que contuvieran el Area Tegmental Ventral y el niicleo Accumbens. La
incubacion con el anticuerpo primario se realizé durante 48 horas. Después de la
incubacion en el anticuerpo primario, las secciones fueron incubadas por 2 horas
con un anticuerpo secundario biotilinado (anti-conejo para GLUR1, anti-raton para
TH y D1; Vector Laboratories) en PBSGT a 5:1000, posteriormente se incubaron

con el complejo avidina-biotina 9:1000 diluido en PBSGT por 2 horas a
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temperatura ambiente (Vectastain Elite ABCKit; Vector Labs, USA). El tejido fue
lavado 3 veces durante 10 minutos con PBS. La reaccion fue visualizada con
diaminobenzidina (0.05mg/10ml, en un buffer Trizma con pH 7.2) al agregar
peréxido de hidrogeno ((35ul/ 100ml).

Los cortes se montaron en portaobjetos gelatinizados, cada portaobjetos
fue marcado con las caracteristicas respectivas del sujeto. Los portaobjetos se
deshidrataron en una serie de alcoholes y xilol, para posteriormente ser cubiertos
con un medio de montaje para microscopia; Entellan (Merck, Whitehouse Station,
NJ, USA), posteriormente fueron visualizados al microscopio.

5.7. Conteo celular

Con la finalidad de cuantificar la inmunoreactividad para GLUR1, D1y TH,
se seleccionaron secciones del cerebro de acuerdo al atlas estereotaxico para
ratas (Paxinos and Watson, 2009), una seccion anterior a bregma (bregma 1.20)
fue seleccionada para analizar el NAc para D1 y GLURL, el cual posteriormente
fue subdividido en dos subregiones Core y Shell, una magnificacion de 10x fue
usada para evaluar D1, mientras una magnificacién de 20x fue usada para evaluar
GLUR1 y TH, en el NAc y ATV respectivamente, las células positivas para TH
fueron evaluadas en una seccion posterior a bregma (-5.80). Las imagenes de las
secciones fueron obtenidas usando un microscopio de luz Nikon (Nikon Eclipse
E600; Nikon, Tokyo, Japan) acoplado a una camara Evolution LC y al software de
andlisis de imagenes Meta Vue series 4.5, Universal Imaging Corporation,
Downingtown, PA, USA.

Las células positivas para GLUR1 y TH fueron contadas con la herramienta
multi-point del software ImageJ, mientras que la inmunoreactividad para D1 fue
evaluada a través de la medicién de la densidad éptica (D.O.). Un solo examinador
realiz6 todos los conteos, sin conocimiento de la condicion de los sujetos

experimentales para evitar sesgos.
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5.8. Andlisis estadistico

Los datos se presentan como la media + error estandar de la media (e.e.) /
grupo. Para comparar la ingesta de alimentos y sacarosa entre grupos se utilizé un
ANOVA de dos vias con los dias como variable de medidas repetidas (MR). Esto
fue seguido por la prueba post-hoc de Tukey. La ingesta total media se comparé
con un ANOVA de dos vias para los factores tiempo de acceso a sacarosa/chow
versus condicion (dieta). La temperatura y la actividad general estan
representados como patrones temporales diarios, la actividad general durante la
hora de anticipacion y la hora de acceso a sacarosa y/o chow se compar6 contra
la linea base (intra-grupo) utilizando la prueba T de Student. Las células
inmunopositivas para TH, GLUR1 y la densidad oOptica del receptor D1 para cada
region se clasificaron por grupo y se presentan como media + e.e. Los datos de
D1 y GLUR1 se compararon con un ANOVA de una via seguido de un analisis
post-hoc. Para el TH se utilizo un ANOVA de 2 vias para comparar la expresion
entre cada grupo y cada punto temporal. El analisis estadistico se realizé con el

software GraphPad Prism para Windows version 6.
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6. RESULTADOS

6.1. La CA para sacarosa o alimento estandar es dependiente de la hora de
acceso

Los grupos con acceso programado a sacarosa en el dia (SAC-D y
ARA+SAC-D) consumieron grandes cantidades de sacarosa en una hora y esta
cantidad no fue influenciada por el ARA (Figura 2A). En ambos grupos en el dia
3, el volumen de solucion de sacarosa consumido por las ratas superé el doble
de la cantidad de agua consumida por el grupo CTRL (linea punteada en figura
2A) alcanzando el criterio para la conducta de atracén. EI ANOVA de dos vias
para medidas repetidas indico efectos significativos en la interaccion de los
factores condicion x dias experimentales (F(8,272) = 2.307, P= 0.02, n=23-24).
Se encontro un efecto similar para los grupos que ingerian sacarosa durante la
noche, SAC-N y ARA+SAC-N consumieron grandes cantidades de sacarosa, sin
efectos del ARA (Figura 2B). Ambos grupos superaron el doble criterio de CA el
dia 3 en comparaciéon con el grupo de CTRL. EI ANOVA de dos vias indico una
interaccion significativa de los factores grupo x dia (F(8, 276) = 14.73, P<0.0001,
n=23-24). La CA para la sacarosa alcanzo valores mas altos durante la noche en
comparacién con los grupos con acceso a la sacarosa durante el dia (Figura 2C;
Fa, 137y = 349, P<0.0001). El volumen total de liquido bebido por los grupos con
acceso a sacarosa (tanto en la noche como en el dia) fue mayor cuando se
comparé con el volumen de liquido ingerido por el grupo control (Tukey pos hoc
test P<0.05; Figura 2C). EI ANOVA indico una interaccion significativa para la
interaccion de los factores dia-noche x grupos (F (2, 137) = 67.01, P<0.0001, n=23-
24).

El acceso restringido al alimento, tanto de dia como de noche, indujo un
aumento de la ingesta de alimentos durante la primera hora de acceso, en
comparacion con el grupo CTRL (Figura 2D; ANOVA de dos vias, F@,69) =35.45,
P<0.0001). Para los grupos ARA-D y la ARA+SAC-D asi como para los grupos
ARA-N y ARA+SAC-N el aumento en la ingesta de comida estandar alcanzé una
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diferencia estadistica con respecto al CTRL hacia el dia 3 (para los grupos con
acceso en el dia: 2 way RM ANOVA, grupos X tiempo: Fas,345) =4.082, P<0.0001,
grupos con acceso en la noche: Fqs,345 =10.26, P<0.0001, n=23-24; Figura 2D y
2E). La CA para alimento chow fue significativamente mayor durante la noche en
comparacion con el dia (Figura 2F; ANOVA de dos vias, grupos de interaccion X
tiempo (F,133) =60.88, P<0.0001, n=23-24).
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Figura 2. Efecto de la hora de acceso restringido a alimento y/o sacarosa en la CA. Ay B) Muestra la media + error
estandar (e.e.) de la ingesta de sacarosa (mL) durante 1 h a lo largo de los dias experimentales, (agua para el grupo
CTRL). C) Ingesta media de sacarosa durante 1 h de acceso a través de los dias experimentales comparando los grupos
de dia vs noche (x e.e.). Dy E, ingesta de comida (media * e.e.) durante las primera hora de acceso a lo largo de los dias
experimentales del protocolo y F) Media (+ e.e.) de ingesta de comida durante las primera hora de acceso en los dias
experimentales. G y H) media (+ e.e.), proporcion de kilocalorias consumidas durante una hora de acceso a la comida y/o
a la sacarosa en comparacion con el grupo CTRL (representado como 100%). |) escalamiento en la ingesta de sacarosa
durante los primeros 11 dias del protocolo. Las diferencias se obtuvieron con una prueba post hoc de Tukey, p<0.05y se
muestran con letras (diferentes letras representan grupos estadisticamente diferentes). En A, B, D y E * = diferencias
estadisticas del CTRL, P = 0,05; en Cy F *** P = 0,001 y **** P = 0,0001. CTRL= Grupo de control, SAC-D= Acceso a la
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sacarosa durante el dia, ARA-D= Acceso restringido a los alimentos durante el dia, ARA+SAC-D= Acceso restringido a
alimento durante el dia + sacarosa durante el dia, SAC-N= Acceso a sacarosa durante la noche, ARA-N = Acceso
restringido a alimento durante la noche, ARA+SAC-N= Acceso restringido a alimento durante la noche + sacarosa durante
la noche. Las lineas de puntos representan el umbral para considerar la ingesta como CA (dos veces la ingesta media del
grupo CTRL), n=23-24.

La proporcién de kilocalorias consumidas durante la hora de acceso a
sacarosa y/o a la comida fue mayor en los grupos de ARA en comparacion con el
grupo control y con los grupos de sacarosa en el dia (1 way ANOVA I
F(3,92)=19.47, p<0,0001, Tukey post hoc: p <0,05; Figura 2G) se observo el
mismo efecto en los grupos con acceso restringido al alimento durante la noche
(F(3,92) = 52,23, p<0,0001, Tukey post hoc: p <0,05; n=23-24; Figura 2H).
Durante el episodio de atracon, la ingesta de kcal para el grupo SAC-D
represento el 7,1%, para el grupo ARA-D la ingesta de kcal represent6 el 14,4% y
para ARA+SAC-D el 12% de la ingesta diaria total de kcal (Figura 3A, izquierda).
EI ANOVA de 1 via indico una diferencia significativa entre los grupos
(F(3,92)=18,03, p<0,0001, n=23-24) Para los grupos con acceso durante la
noche, la ingesta de kcal durante el episodio de atracon represento el 16,7% para
el grupos SAC-N, el 25,5% para el ARA-N y el 29,9% para el grupo ARA+SAC-N
de la ingesta diaria total (Figura 3A, derecha). EI ANOVA de 1 via indicé una
diferencia significativa entre los grupos (F(3,92)=77,22, p<0,0001, n=23-24). Es
importante destacar que la ingesta total de kilocalorias durante 24 horas fue
similar para todos los grupos con manipulacién en el dia (Figura 3A), mientras
que para los grupos con acceso a sacarosa durante la noche (ARA-N y
ARA+SAC-N) se observo una reduccién en la ingesta total de 24 horas en kcal
(F(3,60)=4,35, p<0,0077, n=23-24). No se encontrd ninguna diferencia en el peso

corporal entre los grupos en la semana 5 del protocolo (Figura 3B).
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Figura 3. Ingestion kilocalorie en 24h y peso corporal. En la fila A, se muestra la ingesta de kilocalorias
durante las 24 horas para los grupos con inicio de acceso a la comida/sacarosa durante el dia (izquierda) y
durante la noche (derecha), las barras apiladas representan la ingesta de chow (en negro) y la primera hora de
acceso a chow/sacarosa (barras grises), se muestran los porcentajes para cada tipo de ingesta. En la fila B se
muestra el peso corporal en la semana experimental 5 para los grupos con inicio de acceso a la
comida/sacarosa durante el dia (izquierda) y durante la noche (derecha). CTRL= Grupo de control, SUC-D=
Acceso a la sacarosa durante el dia, RFA-D= Acceso restringido a la comida con inicio en el dia, RFA+SUC-
D= Acceso restringido a la comida con inicio en el dia + sacarosa durante el dia, SUC-N= Acceso a la
sacarosa durante la noche, RFA-N= Acceso restringido a la comida con inicio en la noche, RFA+SUC-N=
Acceso restringido a la comida con inicio en la noche + sacarosa durante la noche. * En la fila A se indican

las diferencias en la primera hora de acceso frente al grupo CTRL. n=16
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Se calculd la proporcion de ingesta diaria de kilocalorias/peso corporal
para excluir un posible efecto del peso corporal en la ingesta de comida y
sacarosa (Figura 4). Tanto los grupos con manipulacion en el dia y en la noche
mostraron una disminucion de la ingesta de kilocalorias/ peso corporal a lo largo
del tiempo (Figura 4A y 4B), posiblemente debido al aumento constante del peso
corporal. EIl ANOVA-MR de 2 vias indicé efectos significativos a lo largo de los
dias experimentales para los grupos con manipulacion en el dia (F(5,295)=114.3,
p<0.001) y para los grupos con manipulacion en la noche (F(5,300)=96.28,
p<0.001). Todos los animales mostraron un aumento de peso corporal semanal,
el ANOVA-MR de dos vias indico efectos estadisticos para la interaccién de los
factores grupos x semanas (F(15.290 = 9,41, P< 0,0001, n=16/grupo) para los
grupos con manipulacion en el dia (Figura 4C) y (F(15.300) = 2,08, P=0,01, n=16)
para los grupos con manipulacion en la noche (Figura 4D).
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Figura 4. Relacién entre la ingestion y la ganancia en peso corporal. A) y B) muestran la relacién
Kcal/peso corporal para los grupos diurnos y nocturnos respectivamente, a lo largo de los dias experimentales.
L y M) muestran la ganancia de peso corporal a lo largo de los dias experimentales para los grupos diurnos y
nocturnos. Las diferencias significativas del grupo CTRL se obtuvieron con un test post hoc de Tukey, p<0.05
se muestran con asteriscos. CTRL= Grupo de control, SUC-D= Acceso a la sacarosa durante el dia, RFA-D=
Acceso restringido al alimento con inicio en el dia, REA+SUC-D= Acceso restringido al alimento + sacarosa
con inicio en el dia, SUC-N= Acceso a la sacarosa durante la noche, RFA-N= Acceso restringido al alimento

con inicio en la noche, RFA+SUC-N= Acceso restringido al alimento + sacarosa con inicio en la noche.

6.2. Escalamiento en la CA

Un segundo criterio para evaluar el TA fue el aumento de la ingesta de
sacarosa a lo largo del tiempo. Todos los grupos con acceso a sacarosa
aumentaron progresivamente la ingesta de sacarosa a lo largo del tiempo en
comparacion con su linea base (F 4.272) = 5.42, P< 0.001; grupos de dia and F276) =

39.17, P< 0.001, n=23-24; grupos de noche). Observamos un incremento en el
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consumo de sacarosa en los grupos que consumian sacarosa en la noche; las
diferencias estadisticas fueron evidentes a partir del dia 6 (Figura 2-1) (F (i0,120) =
3.2, P=0.0001, n=23-24). Para los grupos con acceso a sacarosa durante el dia no
se observo escalamiento durante los primeros 11 dias. El analisis post-hoc de los
datos de la figura 2A revel6 que para el grupo SAC-D sélo habia diferencias
significativas a partir del dia 17 y para el grupo ARA+SAC-D en el dia 24 en

comparacion con el dia 1.
6.3. Actividad de anticipacién al acceso de sacarosa y/o alimento

La actividad general fue monitoreada continuamente, el analisis de la linea
base para cada grupo demostr6 diferencias estadisticas entre los valores
promedio del dia vs la noche, esto fue observado para todos los grupos (Tabla 2;
Figura 5 A, C, E, G), con altos valores de actividad predominantemente durante la
fase de actividad (noche) y bajos durante el dia. Es importante destacar que los
grupos que recibieron alimento restringido en ZT17, mostraron un retraso en el
inicio de la actividad nocturna (Figura 3E, G derecha). La actividad general
asociada a la actividad de anticipacion se evalué una hora antes del acceso a
sacarosa y/o a la comida (ZT4-ZT5).

En la semana 5, no se encontrd actividad de anticipacion para el grupo
CTRL cuando se comparé la semana 5 vs la linea base (t=0.60, p=0.55, n=9), la
actividad de anticipacion (AA) que precede al acceso al alimento/sacarosa en los
grupos con acceso en el dia se observé en el grupo SAC-D (t= 3.364, p= 0.004) y
ARA+SAC-D (t= 2.543, p= 0.02) pero no en el grupo ARA-D en comparacion con
la linea de base (= 0.88, p= 0.40) (Figura 5D, F, H, graficos de la derecha).

Para los grupos con manipulaciones experimentales durante la noche, se
observo actividad de anticipacion antes del acceso al alimento/sacarosa (ZT16-17)
en los grupos SAC-N (t= 3.54, p= 0.002), ARA-N (t= 2.93, p= 0.009) y ARA+SUC-
N (t= 3.62, p= 0.002) en comparaciéon con su linea de base (Figura 5D, graficas de
la derecha de F,H).
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Figura 5. Actividad general diaria y anticipacion al alimento y/o sacarosa. Las figuras A, C, E y G muestran los perfiles
de actividad diaria de cada grupo durante la linea de base (linea gris) y la semana 5 (linea negra); Los rectangulos grises en
C, E y G indican el intervalo de tiempo cuando la sacarosa/comida estaban disponibles. B, D, F y H) muestran la media
(e.e.) de la actividad general durante una hora antes (ZT4-ZT5 en grupos con acceso en el diay ZT16-ZT17 en grupos con
acceso en la noche). Las cuentas normalizadas para el total de la actividad durante 24 horas para la linea de base (barras
grises) y para la semana 5 (barras negras). Los valores de la linea de base se fijaron en 100% y se representan como
lineas punteadas horizontales. Se hicieron comparaciones intragrupo entre la linea de base y la semana 5 para cada grupo.
El asterisco indica la diferencia estadistica entre la semana 5 y la linea de base para la AA (ZT4-ZT5y ZT16-ZT17). SAC=
Sacarosa, ARA= Acceso restringido a los alimentos ARA+SAC= Acceso restringido a los alimentos y sacarosa, n=8-9.

6.4. Anticipacioén en la temperatura central al acceso al alimento o a sacarosa

En la linea de base se encontraron diferencias estadisticas entre los valores
promedio de la temperatura durante el dia y la noche, encontramos valores mas

altos de temperatura durante la fase d actividad (Tabla 3; figura 6 A, C, E, G).
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No se observaron cambios en anticipacion en la temperatura corporal en el
grupo de CTRL tanto durante el dia (t (7)= 1,37, p= 0,21) como durante la noche (t
(7)= 0,48, p= 0,48) (Figura 6B). Para los grupos con manipulaciones en el dia
(n=6-8) y con manipulaciones durante la noche (n=6-8); los grupos con acceso a
sacarosa mostraron anticipacion, se observo una disminucion de la temperatura
central para el grupo SAC-D (t (5) = 3,30, p=0,02) y un aumento de la temperatura
central para el grupo SAC-N (t (4)= 4,76, p= 0,008) (Figura 6D). En la hora anterior
al acceso a los alimentos se observo una reduccion de la temperatura central para
el grupo ARA-D (t (7)= 4,077, p= 0,004), no se encontraron efectos significativos
en el grupo ARA-N (t (5)= 1,19, p= 0,28) (Figura 6F). Para los grupos con
manipulaciones experimentales durante la noche, se observdé un aumento en
anticipacion de la temperatura que precede al acceso a los alimentos/sacarosa
(ZT16-17) en el grupo ARA+SAC-N en comparaciéon con la linea de base (t= 2,42,
p= 0,03) (Figura 6H), no se encontraron efectos significativos en el grupo ARA-D (t
(5)= 2,011, p= 0,11), no obstante se observdé una tendencia hacia la reduccion
(Tabla 4).
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Figura 6. Perfiles diarios de temperatura corpola, anticipacion al alimento y/o sacarosa. Las figuras A, C, Ey G
muestran los perfiles de temperatura diarios de la linea base (lineas en gris) y para la semana 5 (lineas negras). Las
mascaras rectangulares grises en E y G representan el acceso a los alimentos. B, D, F y H) muestran la media (ze.e.) de la
actividad general durante una hora antes (ZT4-ZT5 en grupos con acceso en el dia 'y ZT16-ZT17 en grupos con acceso en
la noche). Las barras grises representan valores para la linea base y las barras negras representan valores para la semana
5. Los valores de la linea de base se fijaron en 100% y se representan como lineas punteadas horizontales. Se hicieron
comparaciones intragrupo entre la linea de base y la semana 5 para cada grupo. Los asteriscos indican la diferencia
estadistica entre la semana 5 y la linea base para cada grupo (ZT4-ZT5 y ZT16-ZT17). SAC= Sacarosa, ARA= Acceso

restringido a la alimentacién, ARA+SAC= Acceso restringido a los alimentos y comienzo de la sacarosa, n=6-8.
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6.5. Las células TH-positivas en el ATV no mostraron cambios después del

acceso a alimento y sacarosa tanto durante el dia como durante la noche.

El nimero de células positivas para TH (Figura 5 A) se cuantificé en una
seccion representativa de la ATV en 4 puntos temporales (ZT5, ZT11, ZT17 y
ZT23). La figura 7A muestra una microfotografia representativa que contiene el
ATV. El analisis estadistico no indicé diferencias significativas en el tiempo para
los grupos con manipulaciones en el dia (F 3,48 = 1.23, p = 0.30, n=4) (Figura 7 B) y
en la noche (F 3,48y =3.31, p = 0.67, n=4) (Figura 7C). No se encontraron diferencias
entre grupos en ningun punto temporal tanto para los grupos con manipulaciones

en el dia como para los grupos con manipulacion en la noche.

6.6. La densidad 6ptica del receptor D1 en el NAcore aument6 en los grupos

con acceso restringido a alimento y sacarosa.

La densidad éptica (D.O.) para los receptores D1 en el NAcore y Nashell se
determind en el momento en que las ratas tuvieron acceso a la comida/sacarosa
(para el dia = ZT5 y para la noche =ZT17). En la Figura 7D se muestra una
microfotografia representativa del NA. Se observé un aumento significativo en la
D.O. D1 en ambos grupos expuestos a acceso restringido a la comida combinada
con sacarosa (ARA+SAC-D y ARA+SAC-N) en el NAcore (Figura 7E y F; Tukey
P<0.05) y solo para el grupo ARA+SAC-D en el NAshell (Figura 7G; Tukey
P<0.05). El ANOVA de una via indic6 una diferencia significativa para los grupos
con manipulacién en el dia en el NAshell (F(3,12) = 7,908, p = 0,003, n=4 por
punto temporal/grupo) y en el NAcore (F(3,12) = 10 .09, p = 0,0013); para los
grupos con manipulacion en la noche uUnicamente se encontraron diferencias
significativas en el NAcore (F(3,12) = 3,802, p = 0,03, n=4), no se encontraron
diferencias para el NAshell (F(3,12) = 2,20, p = 0,14) (Figura 7F).
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Figura 7. Namero de células TH positivas en el ATV y densidad 6ptica D1 en el NAcore y el shell. A) Representacion
esguematica de una seccion que contiene el ATV (arriba) y una microfotografia 20x del ATV (barra de escala 100um).
Media + e.e. del nimero de células TH-positivas medidas cada 6 horas a lo largo de 24 horas para los grupos con
manipulaciones experimentales durante el dia (B) o la noche (C). En D) representacién esquematica de una seccion que
contiene el NA (arriba) y una microfotografia 10x del NAcore y el NAshell (barra de escala 100um). E, F) Densidad 6ptica
del receptor D1 en el NAcore (grafica superior) y G, H) NAshell (grafica inferior) para grupos con acceso en el dia (izquierda)
y con acceso en la noche (derecha) en el momento del acceso a sacarosa y/o alimento las diferencias estadisticas entre los
grupos fueron obtenidas con una prueba post hoc de Tukey, p<0.05.. CTRL= grupo control, SAC-D= Acceso a sacarosa
durante el dia, ARA-D= Acceso restringido al alimento durante el dia, ARA+SAC-D= Acceso restringido al alimento +
sacarosa durante el dia, SAC-N= Acceso a sacarosa durante la noche, ARA-N= Acceso restringido al alimento durante la
noche, ARA+SAC-N= Accesos restringido al alimento + sacarosa durante la noche. Los asteriscos representan diferencias

estadisticas entre los grupos indicados P<0,05, n=4 animales por punto temporal.
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6.7. El numero de células GLUR1-positivas no se modificé en respuesta a las

manipulaciones experimentales.

Se seleccionaron secciones representativas del Nucleo Accumbens a una
distancia del bregma de 1 mm * 0,2, de acuerdo con estudios previos. Un
esquema representativo de estas secciones se muestra en la Figura 8A. El
namero de células positivas para GLUR1 fue cuantificado en el NAcore (Figura 8 B
y C), y en el NAshell (Figura 8 E y F). Las células positivas del GLUR1 no
mostraron diferencias tanto para los grupos con manipulacion en el dia (Figura 8B-
E) como para los grupos con manipulaciones en la noche (Figura 8C-F) tanto para
el NAcore (F(3,12) = 2.156, p = 0.14; grupos de dia, F(3,12) = 0.39, p = 0.75;
grupos de noche) ni para el NAshell (F(3,12) = 0.17, p = 0.91; grupos dia, F(3,12)
= 2.65, p = 0.09; grupos noche). Las microfotografias representativas se muestran

en las figuras 8D y G.
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Figura 6. Namero de células GLURL1 positivas en el NA. A) Representacion esquematica del NA, B y E) Mediat e.e del
nimero de células GLURL1 durante el dia (ZT5) o durante la noche (ZT17) en ratas que esperan sacarosa y/o chow en el
NAcore (B y C) y NAshell (E y F; n=4/). Dy G) muestran microfotografias a 40x representativas del NAcore y NAshell
respectivamente (barra de escala 50um). CTRL= grupo control, SAC-D= Acceso a sacarosa durante el dia, ARA-D= Acceso
restringido al alimento durante el dia, ARA+SAC-D= Acceso restringido al alimento + sacarosa durante el dia, SAC-N=
Acceso a sacarosa durante la noche, ARA-N= Acceso restringido al alimento durante la noche, ARA+SAC-N= Accesos

restringido al alimento + sacarosa durante la noche. n=4 por punto temporal/grupo
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6.8. Evaluacion de los signos de CA en los grupos experimentales

La tabla 1 muestra un resumen de los resultados obtenidos, en esta tabla
se puede visualizar cada uno de los parametros evaluados en nuestro modelo:
presencia de CA, escalamiento, actividad de anticipacion (AA), cambios en el ritmo
de temperatura corporal, expresion de TH, D1 y GLURL1 en el ATV y NA. El grupo
gue mostré6 mayor cantidad de signos relacionados a la CA fue el ARA+SAC-N,
seguido del resto de grupos con manipulacion durante la noche SAC-N, ARA-N y
del grupo ARA+SAC-D, estos resultados sugieren que la CA y los signos
asociados a este se presentan con mayor facilidad cuando el acceso a alimento
estandar y apetitoso se da durante la noche, pero también deja claro que cuando
ambas variables estdn presentes (acceso restringido a alimento y acceso a

sacarosa) durante el dia, el TA se puede presentar con una magnitud significativa.

Grupo TA Escalamiento AA Temperatura TH D1 GLUR1

CTRL
SAC-D
ARA-D
ARA+SAC-D
SAC-N
ARA-N

ARA+SAC-N

— — —  —  —  —
— — — —  —  —

Tabla 1. Signos relacionados con CA evaluados en nuestro modelo. Cada columna representa uno de los signos que
se evaluaron, cada fila representa cada uno de los grupos evaluados: CTRL= grupo control, SAC-D= Acceso a sacarosa
durante el dia, ARA-D= Acceso restringido al alimento durante el dia, ARA+SAC-D= Acceso restringido al alimento +
sacarosa durante el dia, SAC-N= Acceso a sacarosa durante la noche, ARA-N= Acceso restringido al alimento durante la
noche, ARA+SAC-N= Accesos restringido al alimento + sacarosa durante la noche. El grupo que mostré mas signos de CA
fue el ARA+SAC-N (5 de 7). La direccion de la flecha indica si hubo un aumento o una disminucién de la variable evaluada,

una linea recta indica que no hay diferencias significativas.
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7. DISCUSION

Los resultados indican que el acceso restringido al alimento o a la sacarosa
produce CA de manera diferencial. La intensidad de ambos tipos de CA fue
influenciada por la hora de acceso, con una mayor CA durante la noche. Otros
comportamientos asociados con la CA (anticipacion y escalamiento) también
mostraron una mayor intensidad durante la noche. Ambos grupos expuestos a el
acceso combinado de alimentacion restringida + sacarosa (dia y hoche) mostraron
un aumento en la densidad Optica de los receptores D1 en el NAcore y el NAshell.
Sin embargo, no se observaron cambios en el nimero de células TH positivas en
el ATV ni en el nimero de neuronas inmunopositivas GLUR1 en el NA. Los datos
indican que el acceso a la comida/sacarosa durante la fase de actividad (noche)
induce una expresion mas fuerte de CA y que la sacarosa y el alimento estandar
pueden producir CA independientemente, sin embargo la combinacion de ambos

factores induce mayor cantidad de indicadores de CA.

7.1. La CA para sacarosa y alimento estandar muestra caracteristicas

diferenciales

El acceso restringido a alimento o a alimentos apetecibles se ha utilizado
para inducir CA (Bello et al., 2003; Carlo Colantuoni et al., 2002; Peng et al. 2011).
Es bien sabido que la privacion de alimento induce un desequilibrio energético
negativo que conduce a un estado de hambre y a conductas de busqueda de
alimento (Dileone et al., 2012; Saper et al., 2002), lo que puede llevar a los
animales a desarrollar un consumo excesivo de comida regular (Nicola, 2016).
Estudios anteriores han sefialado la importancia de la alimentacion intermitente, ya
gue las ratas pueden incluso desarrollar CA a la manteca vegetal cuando el
acceso se restringe a tres veces por semana (R. L. Corwin & Waojnicki, 2006). En
este trabajo se presenta evidencia de que la CA para la comida estandar y
apetitosa se debe principalmente al acceso restringido. Es importante sefalar que
cuando se ofrece una opcién, los roedores privados de comida muestran

preferencia por alimentos densos de alta energia (K. D. Carr et al., 2003).
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Los estudios previos que exploran los mecanismos de la CA han usado
frecuentemente una combinacién de comida restringida con acceso restringido a
sacarosa (N. M. Avena et al., 2006; R. L. Corwin, 2004; Rada et al., 2005). Se ha

demostrado que esta combinacion produce niveles mas altos de BEB.

Nuestros resultados destacan que para inducir la CA a sacarosa, no es necesaria
la privacion de alimento, dado que las ratas expuestas a SAC o a ARA+SAC
mostraron una ingesta de sacarosa y una CA similares, lo que concuerda con
estudios anteriores (R. L. W. Corwin et al., 2016; S.G. Dimitriou et al., 2000).
Ademas, los resultados indican que para los grupos SAC el acceso intermitente a
sacarosa es el principal factor que contribuye a la CA y no a la privacion de
alimentos. Sin embargo, es importante sefalar que, incluso cuando la CA fue
similar entre animales con restriccion a alimento y animales sin restriccion de
alimento, otros estudios han indicado que la liberacion de dopamina a las
recompensas naturales y artificiales es més fuerte para los animales privados de
alimento (Pothos et al., 1995b; Tukey et al., 2013). Esto puede explicar el aumento
de la densidad oOptica de D1 en el nacleo Accumbens observado especificamente
en los grupos ARA+SAC. En contraste, la CA para la comida fue influenciada por
el acceso a sacarosa porque las ratas expuestas a la combinacion ARA+SAC
ingirieron menos comida durante la primera hora de acceso que las ratas con
ARA.

7.2. La CA para la comida y sacarosa y la AA esté influenciada por el ciclo

dia-noche

Se encontr6 una influencia del dia y la noche en la CA para la comida
estdndar y sacarosa, con una mayor magnitud para la CA durante el acceso
nocturno. Mientras que las ratas con acceso restringido a la sacarosa durante el
dia, consumieron al menos 2 veces la ingesta del grupo CTRL, las ratas con
acceso a la comida o a la sacarosa durante la noche consumieron hasta 6 veces
el consumo del grupo CTRL y alcanzaron un mayor escalamiento. Esto confirma

hallazgos previos que reportan que las ratas que beben sacarosa y/o consumen
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alimentos durante la noche consumen significativamente mas que las ratas
expuestas al mismo protocolo durante el dia (Bainier et al., 2017; Tdnissaar et al.,
2006).

Los resultados anteriores también han demostrado que durante la fase de
actividad los roedores aumentan su motivacién y buscan recompensas naturales y
artificiales como comida (Balagura & Coscina, 1968; ter Haar, 1972),
comportamiento sexual (Webb et al., 2009) e ingestion de drogas (Abarca et al.,
2002; McClung et al., 2005; Sleipness et al., 2007). La relevancia de una
modulacién circadiana en los comportamientos motivados se ha destacado en los
modelos de perturbacion circadiana. La alteracion del sistema circadiano conduce
a la alteracion del rendimiento de las conductas motivadas y favorece la alteracion
de las respuestas del apetito y la recompensa que pueden llevar a conductas
adictivas (Landgraf et al., 2016; Luo y Aston-Jones, 2009; Reséndiz-Flores y
Escobar, 2018).

La actividad de anticipacion a la comida (AA) es un comportamiento
circadiano que puede desarrollarse cuando la comida se presenta diariamente en
un tiempo especifico programado. La AA se expresa como un aumento de la
actividad locomotora general asi como un aumento de la temperatura corporal y
un cambio en los niveles de hormonas y proteinas en el cerebro (c-Fos, PER1)
(Angeles-Castellanos et al., 2007; Davidson, 2009). Se ha descrito anteriormente
que el acceso a alimentos apetecibles (5g de chocolate) durante el dia indujo un
corto periodo de 15-30 min de AA seguida de un consumo excesivo de alimentos

apetecibles, (Angeles-Castellanos et al., 2008; J. Mendoza et al., 2005).

Aqui encontramos que las ratas desarrollaron AA tanto para la sacarosa
como para el alimento estandar (Ver Tabla 4), cuando comparamos el porcentaje
de cambio entre la semana 5 vs. la linea base dentro de los grupos durante la hora
de anticipacion (1 h de acceso previo a la sacarosa/chow), encontramos que los
grupos con acceso a sacarosa mostraron valores mas altos en la actividad de

anticipaciébn en comparacion con sus contrapartes nocturnas; el grupo SAC-D
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mostré un incremento en la actividad de anticipacion de 55% . Mientras que para
el SAC-N fue de 35.2%, los grupos con mayor magnitud en la actividad de
anticipacion fueron los que tuvieron condiciones mixtas (ARA+SAC), siendo un
incremento de 79.1% en la actividad de anticipaciéon para ARA+SAC-D mientras
que para ARA+SAC-N el incremento fue de 56.1%, para los grupos ARA
encontramos que el grupo ARA-D mostré un incremento de 21.8% el cual no
alcanz6 diferencias estadisticas mientras que el grupo ARA-N mostr6 un
incremento de 52.8% cuando se comparo con su linea base. Nuestros resultados
sefalan que el acceso a alimentos apetecibles o a condiciones mixtas parece ser
un factor determinante para desarrollar actividad de anticipacién durante el dia, ya
que por la noche ambos factores son capaces de inducirla de forma

independiente.

La anticipacién de la temperatura corporal se observdé como un descenso
que comenzé varias horas antes del acceso al alimento, mientras que en los
grupos nocturnos se observo un aumento en anticipacion. En los grupos con
manipulacion durante el dia el descenso fue estadisticamente significativo para los
grupos SAC (-0,38%) y ARA (-0,64%) y se observé una tendencia a la disminucion
en el grupo ARA+SAC. Este efecto dia-noche puede depender del sistema
circadiano. En estudios anteriores que utilizaron la temperatura corporal como
marcador de la anticipacion, se puede observar una disminucién en esta variable
previo al acceso al alimento, aunque en varios estudios esta disminuciéon no se
discute (Blancas et al., 2014; Gooley et al., 2006; Krieger, 1974). Es importante
destacar que esta disminucién no se observé en los grupos con manipulaciones
durante la noche. En los grupos con manipulaciones durante la noche se observo
un aumento en el porcentaje de cambio en comparacion con la linea base para los
grupos SAC (0,64%) y ARA+SAC (1,07%), se encontré un aumento en el grupo

ARA-N pero no alcanzo la significacion estadistica (0,24%).

Anteriormente se ha descrito que la intensidad de AA esta directamente

relacionada con las horas de privacion de alimento que preceden al acceso a los
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alimentos. Mientras que una AA fuerte se observa cuando el acceso a los
alimentos se limita a 2-4 h diarias seguidas de un ayuno de 20-22 h (J. Mendoza
et al., 2005), Stephan y Becker (1989), demostraron que la intensidad de la AA
disminuy6 o no se observo cuando el acceso a los alimentos se extendié a 12 h,
seflalando la relevancia de la duracion de la restriccion alimentaria para la
intensidad y el inicio de la AA. En el presente protocolo las ratas tuvieron acceso a
los alimentos durante 16 horas y se dejaron sin alimentos durante sélo 8 horas,
esto puede explicar la falta de AA para el RFA-D, también encontramos que la
intensidad de la actividad de AA podria depender de la hora de acceso a la comida

estandar y/o palatable.

Se encontrd un retraso en el inicio de la actividad nocturna para los grupos
con acceso a la comida en ZT17. Observaciones recientes utilizando el acceso
programado a los alimentos han indicado que los alimentos son una fuerte sefal
de sincronizacion para el sistema circadiano (Ubaldo-Reyes LM et al., 2017) y que
el tiempo de disponibilidad de los alimentos puede impulsar los osciladores
circadianos fuera del NSC (Sheward et al.,, 2007). Aqui mostramos que en las
ratas expuestas a un ciclo normal de luz y oscuridad, el acceso restringido a los
alimentos puede desplazar el inicio de la actividad nocturna, confirmando la fuerte
influencia de los alimentos en la expresion de la actividad diaria y los ritmos de

temperatura.
7.3. Efectos de la CA en la via mesolimbica

En la rata la sintesis y liberacion de dopamina en la via mesolimbica se
incrementa durante la noche (Castafieda, de Prado, Prieto, & Mora, 2004),
sugiriendo que este mecanismo modula la motivacién en los roedores nocturnos
para buscar recompensas durante la noche (R. L. W. Corwin et al., 2016). Un pico
nocturno de c-Fos se ha descrito en células dopaminérgicas y no dopaminérgicas
en el ATV de ratas (Webb et al.,, 2015) y en el aumento de las conductas
relacionadas con la recompensa como la autoadministracion de farmacos (Abarca

et al., 2002), el condicionamiento de preferencia de lugar (Webb et al., 2009) y la
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conducta de busqueda de alimento en la fase de activida. Tales hallazgos estan
en concordancia con los resultados actuales que evidencian una CA de mayor

magnitud durante la noche.

Efectos significativos en la densidad Optica de los receptores D1 fueron
observados en los grupos expuestos a la condicion combinada de acceso
restringido a alimento + sacarosa. Los datos actuales concuerdan con los estudios
de Carr et al (2001) que demostraron un aumento de los efectos reforzantes y de
activacion locomotora después de una restriccion de alimentos cronica combinada
con la administracion de un agonista D1 (A77636). Ademas, Tukey et al (2013)
informaron que la restriccion de alimentos combinada con sacarosa indujo
cascadas de sefalizacion intracelular en neuronas que expresan D1 en el ndcleo

Accumbens.

Varios estudios han encontrado que usando algunas otras estrategias de
reconocimiento de receptores se puede destacar el papel de los receptores D1 en
la ingesta de sacarosa: Peng et al. (2011) y Carr et al. (2010) demostraron que la
ingesta de sacarosa promueve un aumento de la unién de la dopamina a los
receptores D1 en las neuronas que expresan D1 en la NA. (Grimm et al., 2011)
demostraron que la administracién de un antagonista D1 era capaz de reducir la
busqueda de sacarosa mientras que El-Ghundi, et al., 2003 demostraron que los
ratones con deficiencia de receptores D1 mostraban un menor reforzamiento hacia

la sacarosa.

Otros estudios han sefialado que los receptores D1 estan implicados
principalmente en comportamientos basados en la recompensa y en la basqueda
anticipada de alimentos/sacarosa mas que en comportamientos consumatorios,
porque la ausencia o el bloqueo de los receptores D1 redujo los comportamientos
de busqueda de sacarosa y de aprendizaje a la fructosa (Bernal et al., 2008; El-
Ghundi et al., 2003; Grimm et al., 2011;(Gallardo et al., 2014). Ademas, un informe

anterior indic6 que la restriccion de alimentos induce una mayor liberacion de
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dopamina por parte del ATV y una mayor afinidad por los receptores D1 (Peng et
al., 2011)

Anteriormente nuestro grupo habia demostrado que la inmunorreactividad
de c-Fos se incrementaba en el nucleo Accumbens durante el periodo de
anticipacion, también se demostré que la actividad de anticipacion era menor en
los animales con lesiones en el nucleo Accumbens (Jorge Mendoza et al, 2005),
ya que nuestros resultados indicaron que todos los grupos mostraron actividad de
anticipacion, la magnitud de AA fue mayor para los grupos con condiciones mixtas
(RFA+SUC) (Tabla 4) que también mostraron mayor densidad 6ptica para los
receptores D1 en NAcore, estos resultados indicaron que la AA puede ser
desarrollado por ARA, acceso a alimentos palatables o la combinacion de ambos

factores.

Es importante destacar que no sélo la via mesolimbica puede estar
involucrada en la CA, un papel para el hipotdlamo en la CA también ha sido
evaluado en la literatura, especificamente para el hipotdlamo lateral (HL), es bien
conocido que el HL envia y recibe informacion del ndcleo Accumbens (Phillipson &
Griffiths, 1985; .Castro et al., 2015). Las primeras evidencias proporcionadas por
Teitelbaum y Epstein (1962) demostraron que las lesiones de HL eran capaces de
inducir reacciones de aversion a los alimentos apetecibles, mientras que la
estimulacion del HL mejora la sefial hedonica del sabor para aumentar la saliencia
de los alimentos (Hoebel, 1988). Estudios recientes han sefalado el papel de las
neuronas de orexina del LH en el aumento de las reacciones de "agrado" a la
sacarosa, la estimulacion optogénica, de las fibras del LH de las neuronas de
orexina, en el palido ventral ha dado lugar a un aumento de las reacciones
hedonicas a la sacarosa (Castro et al., 2015). También las neuronas LH
GABAergicas que se proyectan al VTA estan relacionadas en la conducciéon de

comportamientos relacionados con la alimentacion (Nieh et al., 2015).

Sin embargo, es relevante para nuestros resultados sefalar que la densidad

Optica a D1 mostro un incremento gradual de acuerdo con el impacto de la
50



restriccion de la alimentacion con valores mas bajos para SAC, niveles mas altos
para los grupos ARA y los niveles mas altos para las condiciones mixtas. Las
manipulaciones farmacoldgicas, durante la adquisicion de la CA y durante la
anticipacion, como las realizadas por Grimm y cols.(Grimm et al., 2011) ayudaran

a comprender el papel especifico de los receptores D1 en la CAy en la AA.

Hallazgos previos han reportado un incremento en la liberacion de
dopamina del ATV al NA después de la CA (N. M. Avena et al., 2008) y una
disminucién de los niveles basales de dopamina en el ATV (Pothos et al., 1995b).
Dado que la TH es la enzima limitante de la tasa de sintesis de dopamina,
decidimos explorar la TH en el ATV de animales expuestos a sacarosa restringida
y al acceso restringido a alimento. Los resultados actuales mostraron que el
namero de células positivas a TH en el VTA no era diferente entre los grupos. Una
limitacion principal en este estudio fue que la inmunohistoquimica indica las
células que contienen el precursor TH, pero no refleja la dinamica de la sintesis,

recaptura y liberacion de dopamina.

Dada la alta co-expresion de los receptores AMPA, D1y GLUR1 en el NA, y
la regulacion de los receptores D1 por las subunidades GLUR1 a través de las
cascadas de sefalizacion intracelular (Hobson et al., 2013; Mangiavacchi & Wolf,
2004), en el presente estudio se examind el numero de células positivas para
GLUR1 en el NAcore y NAshell. Sin embargo, no se encontraron cambios en el
namero de células positivas para GLUR1 para ninguna condicion. Esto concuerda
con un estudio anterior que muestra que la abundancia de GLUR1 en la “célula
entera” (whole cell) y en las fracciones sinaptosémicas del NA no difiere de la de
las ratas control en ratas con acceso a la sacarosa por restriccion de alimentos (K.
D. Carr et al., 2010; Mangiavacchi & Wolf, 2004; Tukey et al., 2013). En ambos
estudios se examind la presencia de GLURL1 en el citoplasma y esto puede
determinar una diferencia con los estudios que han descrito cambios a nivel de la
membrana. D.S. Tukey et al. (2013), reportaron que las subunidades de GLUR1

fueron abundantes a nivel de la membrana después de la ingesta de sacarosa

51



pero no se observaron a nivel de la célula entera. Por lo tanto, se necesita mas
investigacion para entender el papel de los receptores GLUR1 en la CA para la
sacarosa y el alimento estandar, asi como las estrategias que pueden descubrir su

contribucioén a la alimentacion hedonica.
8. CONCLUSIONES

Los resultados actuales ponen en un rol importante la existencia de una
vulnerabilidad relacionada con la hora de acceso a alimentos para el desarrollo de
la CA segun el momento del acceso y el tipo de alimentos (Cuadro suplementario
4). Este conocimiento es importante para comprender mejor las condiciones que
promueven el desarrollo de la CA, los trastornos alimenticios y las patologias

relacionadas con la recompensa.
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9. ANEXOS Y TABLAS

ACTIVIDAD GENERAL NORMALIZADA

Grupos
n=6-8 DIA NOCHE T de Student Valor de P
CTRL 0.42+0.02 1.42+0.031 t=25.09 df=94 < 0.0001
SAC-D 0.44+0.01  1.64+.0.05 t=22.43 df=94 < 0.0001
ARA-D 0.38+0.01 1.76+0.05 t=22.71 df=94 < 0.0001
ARA+SAC-D 0.54+0.05  1.47+0.04 t=12.78 df=94 < 0.0001
SAC-N 0.46+0.04  1.61+0.04 t=17.45 df=94 < 0.0001
ARA-N 0.38+0.03 1.70+0.06 t=18.99 df=94 < 0.0001
ARA+SAC-N 0.55+0.03  1.54+0.05 t=15.85 df=94 < 0.0001

Tabla 2. Se muestran los recuentos medios normalizados de actividad locomotora + s.e. para el dia (columna
DIA) y para la noche (columna NOCHE) para todos los grupos: CTRL= Grupo de control, SAC-D= Acceso a
la sacarosa durante el dia, ARA-D= Acceso restringido al alimento con inicio en el dia, ARA+SAC-D=
Acceso restringido al alimento + sacarosa con inicio en el dia, SAC-N= Acceso a la sacarosa durante la
noche, ARA-N= Acceso restringido al alimento con inicio en la noche, ARA+SAC-N= Acceso restringido al
alimento + sacarosa con inicio en la noche. Los valores t de Student para las comparaciones entre los valores
medios del dia y la noche se muestran junto con los grados de libertad (df) en la tercera columna. Los valores

P se muestran en la cuarta columna para cada comparacion.

TEMPERATURA

Grupos

n=6-8 DIA NOCHE T de Student Valor de P
CTRL 36.42+0.02 37.1+£0.03 t=16.17 df=46 <0.0001
SUC-D 36.52+0.01 36.94+0.02 t=13.97 df=46 <0.0001
RFA-D 36.46+0.01 37.06+0.02 t=17.25 df=46 <0.0001
RFA+SUC-D 36.36+0.01 36.88+0.02 t=18.08 df=46 <0.0001
SUC-N 36.56+0.01 36.9+0.02 t=10.20 df=46 < 0.0001
RFA-N 36.58+0.01 37.03+0.02 t=14.96 df=46 <0.0001
RFA+SUC-N 36.49+0.02 37.07+0.02 t=15.81 df=46 < 0.0001

Tabla 3. Se muestran los valores medios de la temperatura = s.e. para el dia (columna DIA) y para la noche

(columna NOCHE) para todos los grupos: CTRL= Grupo de control, SAC-D= Acceso a la sacarosa durante el
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dia, ARA-D= Acceso restringido al alimento con inicio en el dia, ARA+SAC-D= Acceso restringido al
alimento + sacarosa con inicio en el dia, SAC-N= Acceso a la sacarosa durante la noche, ARA-N= Acceso
restringido al alimento con inicio en la noche, ARA+SAC-N= Acceso restringido al alimento + sacarosa con
inicio en la noche. Los valores t de Student para las comparaciones entre los valores medios del dia y la noche
se muestran junto con los grados de libertad (df) en la tercera columna. Los valores P se muestran en la cuarta

columna para cada comparacion.

Actividad locomotora Temperatura
Grupos (n=6-8) DIA NOCHE DIA NOCHE
CTRL 14.35% 15.10% -0.24 -0.16
SAC 55.2% 35.2% -0.38 0.64
ARA 21.80% 52.8% -0.93 0.24
ARA+SAC 79.1% 56.1% -0.30 1.07

Tabla 4. Porcentaje de cambio entre la semana 5 y la linea de base para la actividad locomotora y la
temperatura en anticipacion. En las columnas del dia se puede observar el porcentaje de cambio para los
grupos con manipulaciones durante el dia, en las columnas de la noche se muestra el porcentaje de cambio
para los grupos con manipulaciones durante la noche. Cada porcentaje se obtuvo comparando los valores
medios de la actividad locomotora y la temperatura con los valores de referencia de cada grupo. CTRL=
Control, SUC= sacarosa, RFA= Acceso restringido a los alimentos, RFA+SUC= Acceso restringido a los

alimentos + sacarosa.
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