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RESUMEN

Los horarios restringidos de alimento (HRA) generan conducta de anticipacidn y sincronizan ritmos
fisiol6gicos atn en animales con lesiones del nicleo supraquiasmatico (NSQ), sugiriendo la existencia de un oscilador
sincronizado por alimento (OSA). Sin embargo, en animales intactos, cuando el alimento se presenta en proporciones
insuficientes en cantidad y calidad, éste puede ser un potente sincronizador para el NSQ, lo que sugicre que durante la
sincronizacion por alimento estin implicados mecanismos metabélicos y motivacionales. Para explorar el papel de los
mecanismos motivacionales en la sincronizacion por alimento este estudio fue dividido en 3 fases experimentales.

Debido a la relevancia del niicleo accumbens como una estructura importante para la expresion de conductas
motivadas de acuerdo a sus divisiones ventromedial (Acc-shell) y dorsolateral (Acc-Core), en el primer experimento
exploramos su papel en la sincronizacién por alimento. Unlizamos la téenica inmunohistoquimica para la proteina c-
Fos como un marcador de activacion neuronal y evaluamos el efecto diferencial de lesiones excitotdxicas con NMDA
en Acc-Shell y Acc-Core sobre la sincronizacién conductual y fisiologica a HRA. Los resultados muestran que en Acc-
Shell hay un incremento de la inmunoreactividad de ¢-Fos por la sincronizacion, principalmente durante la ingestion,
mientras que la expresion de c-Fos en Acc-Core incrementd durante la ingestion y también anticipando la hora de
llegada del alimento. Todas las ratas exhibieron actividad de anticipacion al alimento (AA), sin embargo, la AA
incrementd en los animales con lesiones en Acc-Shell y fue casi ausente en los animales con lestones en Acc-Core,
indicando un papel diferencial entre ambas regiones en la expresion de la AA. Las concentraciones de acidos grasos
libres (AGL) se sincronizaron en ambos grupos lesionados, pero el nivel basal fue mas bajo en las ratas con lesiones en
Ace-Core.

Para explorar si la motivacion generada por el alimento es suficiente para sincronizar al OSA, en el segundo
experimento evaluamos en ratas, mantenidas ad kbitum, si ¢l acceso fijo diario a un alimento apetitoso sincroniza la
actividad locomotora y las concentraciones de glucosa y AGL en plasma. La respuesta de las ratas sincronizadas a un
alimento apetitoso (SAA) fue comparada con la de ratas sincronizadas a HRA. Ademas, utilizamos inmunchistoguimica
para la proteina c-Fos para identificar estructuras en el sistema nervioso central involucradas con esta sincronizacion.
Las ratas mostraron AA al acceso diario al alimento apetitoso, aunque con menor intensidad que las ratas sincronizadas
a HRA, mientras que la glucosa y AGL no se sincronizaron. La AA persisu6 al menos por 4 aclos después de
interrumpir la SAA, supiriendo que esta persistencia depende de un oscilador circadiano. La expresion de c-Fos en
nucleos del sistema limbico se presentd anuaipando y respondiendo al tempo del acceso al alimento, suginendo que
estas estructuras pueden estar involucradas con la expresion de la AA y la sincronizacidn a un alimento apetitoso.

Un tercer experimento fue disenado para evaluar si la motivacion dada por el alimento es suficiente para
sincronizar al NSQ en ausencia de un ciclo luz-oscuridad. Evaluamos si la SAA, sin una privacion de alimento regular,
sincroniza la actividad locomotora, la expresion de las proteinas c-Fos y PER-1 en el NSQ, el ritmo circadiano de
glucosa v las concentraciones de AGL. Animales en oscuridad constante fueron SAA miciando a la mitad del dia
subjetivo, Cuando el final de la actividad locomotora ajustd su fase al momento de acceso al alimento, el ritmo de
actividad locomotora en libre corrimiento se sincronizé a la hora del alimento apetitoso. Las concentraciones de
glucosa mostraron sincronizacion y un incremento de sus concentraciones por la ingestion del alimento. En el NSQ la
expresion maxima de c-Fos fue en Z7T-0, ajustada al momento de acceso al alimento, y PER-1 mostrd su maxima
expresion en ZT-8, en concordancia con ¢l ciclo de actividad. Ademas, la expresion de ¢-Fos y PER-1 en el nicleo
paraventricular del tilamo (PVT), una de las principales entradas hacia el NSQ, tambien mostrd sincronizacion al
alimento apetitoso.

Lin conclusion, estos datos indican que los mecanismos motivacionales que subyacen a la ingestion de alimento
son relevantes para la sincronizacion por alimento y que (1) el nicleo accumbens es importante para la sincronizacion
conductual y metabolica por alimento. Las dos regiones del nicleo muestran un papel diferencial durante la
sincronizacion. Ademas, (2) para la sincronizacion por alimento, no es necesaria la privacion de alimento (un estado
catabolico), un incremento en el estado motivactonal, por las propiedades reforzantes del alimento, es suficiente para
sincronizar la AA, y estructuras del sistema limbico estan involucradas con esta sincronizacion. Finalmente, (3) el N5Q
puede ser sincronizado por un alimento apetitoso bajo condiciones ad lbitum. Las propiedades reforzantes del alimento,
que producen un incremento en el estado motivacional, ¢jercen influencia en la sensibilidad del NSQ para responder a
senales de sincronizacion por alimento, donde ¢l PVT puede ser una de las principales vias para sincronizar al NSQ a
un alimento apetitoso.



ABSTRACT

Restricted feeding schedules (RFS) produces food-anticipatory activity (AA) and entrainment of physiological
thythms even in suprachiasmatic nucleus (SCN) ablated animals, suggesting the existence of a food-entrained oscillator
(FEO). However, in intact animals, when food is supplied in insufficient properties in quantity and quality, it can
become a potent gesgeber for the SCN, suggesting that for food entrainment, metabolic and motivational mechanisms
are implicated. To explore the role of motivational mechanisms in food entrainment, this study was divided in 3
experimental phases.

Due to the relevance of the nucleus accumbens as an important structure for the expression of motivational
behaviors and in accordance with its anatomical divisions, ventromedial (Ace-Shell) and dorsolateral (Ace-Core), in the
fiest experiment we explored its role in food-entrainment. We used the immunohistochemical technique to the protein
c-Fos as a transcriptional activation marker and we tested the differential effect of Ace-Shell and Ace-Core NMDA
excitotoxic lesions on behavioral and physiological entrainment to RFS. Data show that in the Acc-Shell there is an
increase of c-Fos immunoreactivity in food-entrained rats mainly during feeding, whereas c-Fos expression in the Ace-
Core region was increased during feeding and also anticipatung mealtime. All rats exhibited food-anticipatory activity
(AA), however, AA was increased in Shell-lesioned animals and was almost abolished in the Core-lesion rats, indicating
a differential role between the two subregions on the expression of AA. Free fatty acids (FI'A) were entrained in both
lesioned groups, but the basal level was lower in Core-lesion rats. :

To explore if the food-driven motivation is sufficient to entrain the FEO, m the second experiment, we
evaluated in rats maintained ad Abitum whether daily fixed access to a highly palatable-meal (PME), entrains locomortor
acuvity, serum glucose and FFA concentrations. The entrained response of PME rats was compared with rats entrained
to RFS. In additon, we used c-Fos-IR to identify structures in the central nervous system involved in this entrainment.
Rats showed AA to a daily palatable meal, allhough with @ lesser intensity than rats entrained to RFS, whereas glucose
and FFA were not entrained. AA persisted at least for 4 cycles after interrupting PME, supgesting that this persistence
depends on a circadian oscillator. c-Fos expression in limbic system nuclei was in phase with AA and meal tme,
suggesting that these structures may be involved with the expression of AA and the palatable meal entrainment.

A third experiment was designed to evaluate whether the food-driven motivation 1s sufficient to entrain the
SCN in absent of a light-dark cyele. Here we evaluate whether PME, without normal food deprivation, entrains
locomotor activity, e-Fos and PER-1 protein expression in the SCN, circadian rhythm of glucose and FFA
concentratons. Animals in constant darkness were entrained with a palatable meal daily startng at the middle of
subjective day. When the offset of locomotor activity adjusted its phase to the palatable meal tme, the free nmning
rthythm of locomotor activity was entrained to the palatable meal access. Glucose concentrations showed entrainment
and an increase in its concentrations by the palatable meal intake. In the SCN ¢-Fos expression peaked at ZT-0 adjusted
to palatable meal time and PER-1 showed its maximal expression at Z7T-8, in accordance with the activity cycle. In
additon, c-Fos and PER-1 expression in the pam\'cmncular thalamic nucleus (PVT), one main inputs to the SCN, also
showed entrainment to palatable-meal time.

In concluston, these data indicate that motivauonal mechanisms are relevant for food entranment and that (1)
the nucleus accumbens is involved in behavioral and metabolic food-entrainment. The two subregions showed a
differenntal role during entrainment. In additon, (2) for food entrainment, food deprivation is not necessary (a
catabolic state), an increase in motivational state by the reward properties of food is sufficient to entrain behavior, and
structures in the limbic system may be involved in palatable meal entrainment. Finally, (3) the SCN can be entrained by
a palatable food i ad libitwm conditions. The reward properties of food, that produce an increase in motivational state,
exert an intense influence on the sensitivity of the SCN to food-entraining signals, where the PVT can be one of the
main pathways to entrain the SCN to a palatable meal.



Abreviaturas

5-HT : serotonina

AA : actividad de anticipacion

Acc-Core : nicleo accumbens core
Acc-Shell : nicleo accumbens shell

AGL : acidos grasos libres

AL : ad libitum

AL-A : ad libitum-ayuno

AMPc : adenosine monofosfato ciclico
AP : drea postrema

ARQ : nacleo arqueado del hipotalamo
bmall/BMALI : gene/proteina “brain and
muscle ARNt-like protein 1”

BLA: nicleo basolateral de la amigdala
BNST : nicleo del lecho de la estria
terminalis

CCG : gene controlado por reloj

CeA: nucleo central de la amigdala
clock/CLOCK : gene/proteina “circadian
locomotor output cycles kaput”

cry/CRY : gcnc/ proteina “cryptochrome”
CT : tiempo circadiano

DMH : nicleo dorsomedial del hipotalamo
GABA : acido y-aminobutirico

GLU : glutamato

HIL : hojuela intergeniculada lateral del
tilamo

HRA: horarios restringidos de alimento
HRA-A: horarios restringidos de alimento-
ayuno

LO: ciclo luz-oscuridad

LV : ventriculo lateral

NMDA : N-methyl-D-aspartato

npas/NPAS :  gene/proteina  “neuronal
PAS domain protein”

NPB : niicleo parabraquial

NPY : neuropéptdo Y

NRD : nicleo dorsal del rafe

NRM : niicleo medial del rafe

NSQ : nticleo supraquiasmitico

NTS : nicleo del tricto solitario

QO : quidasma 6ptico

OSA : oscilador sincronizado por alimento
per/PER : gene/ proteina “periodo”
PVN : nicleo paraventricular del
hipotalamo

PVT : nicelo paraventricular talimico
REDOX : estado éxido-reduceidn celular
RHT : trato retinohipotalamico

SAA : sincronizacion a un alimento
apetitoso

SAA-A : sincronizacion a un alimento
apetitoso-ad libitin

Tau (7): periodo endogeno

VA: vasopresina

VIP : péptido vasoactivo intestinal

VMH : niicleo ventromedial del hipotilamo
VTA : area tegmental ventral

ZT : tiempo del zeitgeber (sincronizador)
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1. INTRODUCCION

1.1 Ritmos circadianos

Una de las propiedades inherentes a la vida es la presencia de ritmicidad. La existencia de
patrones ritmicos en las expresiones conductuales y fisiologicas de todos los organismos es una
caracteristica esencial, ya que les confiere temporalidad interna que los capacita para anticiparse y
preparatse a demandas y cambios ambientales relevantes para su supervivencia. A pesar de que
existen una seric de fluctuaciones ambientales con diferentes periodicidades, es evidente que los
cambios geofisicos que suceden cada 24 horas, por la alternancia de dia-noche debido a la rotacion
de la Tierra, tienen gran influencia sobre los procesos biolégicos (Moore-Ede y col. 1982).

Los ritmos circadianos tanto conductuales como fisiologicos, que aunque son influenciados
por el ambiente, se manifiestan de manera endogena gracias a la existencia de sistemas internos de
medicion temporal o relojes biologicos. Estos tienen la caracteristica fundamental de generar
oscilaciones cercanas (pero no iguales) a 24 horas (circa=cercano; diano= dia). La expresion de tales
titmos continia aun cuando los organismos son temporalmente aislados de informacion periodica
del medio, fenémeno conocido como oscilacion espontianea, que es una clara evidencia de un
proceso autonomo de medicion de tempo circadiano. En humanos, un ritmo circadiano es el ciclo
sueno-vigilia, junto con el cual se ven acompanados una serie de cambios fisiologicos también con
caracteristicas circadianas (Figura 1) como por ejemplo oscilaciones en la temperatura corporal, la
cual disminuye durante la noche junto con un incremento en la liberacion de la hormona melatonina
(lo cual promueve el suefio), la liberacion de hormona luteinizante, los niveles de cortisol plasmatico,
de leptina, de insulina y de glucosa por mencionar algunos (La Fleur y col. 1999; Buijs y col. 2001;
Buijs y Kalsbeek, 2001; Kalsbeek y col. 2001; Perreau-Lenz y col. 2004).

Amte Figura 1. Variacion circadiana en algunos
2] [’ parametros fisiologicos en humanos bajo
un ciclo luz-oscuridad representado por
las barras blancas y oscuras superiores
respectivamente. De arriba hacia abajo,
ciclo sueno-vigilia, temperatra corporal,
secrecion de hormona de crecimiento y
niveles de cortisol plasmatico (Tomada de
Moore-Ede y col. 1982)
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En los mamiferos, incluido el hombre, hasta la fecha se ha podido identificar que una serie de
estrcuturas en el sistema nervioso central (SNC) asi como odrganos de la periferia tienen la capacidad
de ser osciladores circadianos, por lo que se ha propuesto que el sistema circadiano se conforma por
diversos osciladores tanto a nivel central como periférico y que se encuentra organizado de una
manera jerarquica, en donde un reloj central mantiene el control de todos los demds osciladores
circadianos con el fin de proveer un control ritmico de todas las funciones del organismo (Reppert y
Weaver, 2002). El control ritmico de todos estos osciladores depende del reloj circadiano central: el
nicleo supraquiasmitico (Figura 2). A pesar de que otras estructuras centrales han mostrado ser
osciladores circadianos, el término de osciladores periféricos también se les ha adjudicado por estar
fuera del micleo supraquiasmitico (Balsalobre, 2002).
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Figura 2. Un sistema circadiano en mamiferos en el que un reloj central, capaz de generar un tiempo
circadiano auténomo en su actividad y recibir informacién ambiental de tiempo, promueve y mantiene la
ritmicidad circadiana sobre una seric de osciladores periféricos para la expresion de los ritmos rtanto
conductuales como fisiologicos del organismo.

1.2 Tl nucleo supraquiasmatico: reloj circadiano maestro

A pesar de que a principios del siglo 20 Cajal habia demostrado la existencia de un tracto
nervioso que conectaba a la retina con el hipotalamo, a nivel funcional no se habia explicado la
existencia de dicho tracto. Fue hasta el afio de 1972 cuando dos grupos independientes demostraron
la relacion de tal sitio en el hipotilamo para la expresion de ritmos circadianos hormonales y
conductuales. Las lesiones de esta zona antetior del hipotalamo  denominado  nicleo
supraquiasmatico (NSQ), y que se conectaba con la retina, climinaban tanto el ritmo de
corticosterona como el de la ingestién de agua en ratas, lo cual lo hacian una estructura determinante
en la expresion de los ritmos circadianos (Moore y Eichler, 1972; Stephan y Zucker, 1972).

El NSQ, considerado como el principal reloj circadiano, se encuentra en el hipotilamo
anterior Justo por arriba del quiasma optico. Cada niicleo se compone de aproximadamente 15,000
neuronas de las cuales, cada una es capaz de generar y mantener oscilaciones  circadianas
autosostenidas en su actividad eléctrica (Welsh y col. 1995), en la captura de glucosa (Schwartz y col.
1987) vy en la expresion de genes (Yamaguchi y col. 2003), caracteristicas que las define como células
reloj.



1.2.1 Caracteristicas anatomicas del NSQ

El NSQ se ha subdividido en dos regiones anatomicas, una dotsalmedial (shell), caracterizada
por la secrecion de vasopresina (VP), y una region ventrolateral (core) caracterizada por la expresion
de péptido vasoactivo intestinal (VIP). Ademas de la secrecion de estos péptidos, las células del NSQ
también utlizan como neurotransmisor el acido y-amino butirico (GABA). Ambas divisiones del
nicleo proyectan hacia una serie de estructuras dentro y fuera del hipotilamo para el control
circadiano de diversas funciones en el organismo. A través del micleo paraventricular hipotalaimico
(PVN) controla la ritmicidad circadica de la actividad del eje adrenocorticotrépico, asi como el
control del ritmo de la hormona melatonina en la glaindula pineal y de ciertas funciones viscerales a
través de ganglios autondmicos (Buijs y Kalsbeek, 2001). Por otro lado, a través del nicleo
dorsomedial hipotalimico (DMH) mantiene el control circadiano del ciclo suefio vigilia por su accion
en el sistema orexigénico en el hipotalamo lateral (Abrahamson y col. 2001; Chou y col. 2003). Sin
embargo, una de las cferencias de mayor densidad es hacia la zona subparaventricular, asi mismo
hacia el area predptica y el micleo ventromedial (VMH) en el hipotalamo. Otras eferencias del NSQ
hacia estructuras fuera del hipotilamo proyectan hacia nicleos como el paraventricular talimico
(PVT) asi como hacia el septum y el nicleo del lecho de la estria terminalis (BNST), sitios neuronales
que son determinantes en ¢l control circadiano principalmente del ciclo sueno-vigilia. (Figura 3;
Moore y Leak, 2001).
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Figura 3. Representacion esquematica de la organizacion anatomica del NSQ. Tanto la region dorsomedial
(shell) como la region ventrolateral (core) contienen un gran numero de oscladores circadianos que son
acoplados entre ellos a través de un mecanismo gabaérgico. Sin embargo, una diferencia especifica entre los
grupos celulares de cada region, es la expresion de neuropéptidos. Mientras que en la regién shell expresan
vasopresina (VP) como principal neuropéptido, en la region core es el péptido vasoactivo intestinal (VIP).
Una de las aferencias mas importantes para el NSQ es la proveniente de la retina, mientras que una de sus
mayores eferencias es hacia la zona subpﬂr:lven trcular (SPVZ). Sin embargo, otras aferencias y eferencias son
determunantes para el funcionamiento del NSQ. DMH, nicleo dorsomedial hipotalimico; HIL, hojuela
interginiculada lateral del tilamo; POA, area preoptica; PVN, nicleo paraventricular hipotalamico; PVT,
nucleo paraventricular talamico; VMH, nicleo ventromedial hipotalimico; 3V, tercer ventriculo,

Lt



Asi como el NSQ envia informacién a clertas estructuras para la transmision de un titmo
biologico, también recibe aferencias de otras mediante lo cual puede procesar informacién temporal
que lo sincronicen. La aferencia mejor caracterizada es una proyeccion directa de la retina a través del
racto retinohipotalaimico. El NSQ también recibe una aferencia indirecta de la retina a través de la
hojuela inrtergeniculada lateral del talamo (HIL) por el tracto genicoculohipotalimico. También
inervan al NSQ el nicleo del rafé en el mesencéfalo, el PV'T y ciertas regiones de la corteza, (Figura

3; Moore y Leak, 2001).

Por otro lado, dentro del mismo nucleo la sincronizacion o acoplamiento entre sus neutonas
depende del GABA, lo que indica que a pesar de la capacidad intrinseca de cada célula para expresar
ritmicidad circadiana, es necesario un acoplamiento entre cada una de sus células para mantener una
estabilidad del reloj (Lui y Reppert, 2000).

1.2.2 Mecanismos moleculares del NSQ

Pero, scdmo puede cada célula del NSQ mantener oscilaciones de manera auténomar La
identificacion de genes especificos dentro del nicleo ha dado esta respuesta. La maquinaria
molecular del NSQ depende de asas de retroalimentacion autosostenidas en los procesos de
trascripcion-transduccion, que se basan en la expresion ritmica del RNA mensajero y su producto
final la proteina, de una seric de genes reloj bien identificados (Reppert y Weaver, 2001). Tres genes
periodo (perl, per? y perd) muestran oscilaciones de su RNA mensajero con un pico miximo de
actividad durante el dia (Figura 4). La trascripeion de estos genes depende de la dimerizacion de dos
factores de trascripcion, llamados CLOCK y BMALT1, los cuales activan dicha trascripeion por unirse
a la region promotora de per. Esto conforma el asa positiva del mecanismo cireadiano. Por otro lado,
la dimerizacion de CLOCK y BMALI también promueve la trascripcion de dos genes cryptocromo
(ery! y ery2), los cuales al traducirse en su proteina, forman el asa negativa inhibiendo la trascripcion
ritmica de per y oy por su union 2 CLOCK y BMALL (Figura 4; Reppert y Weaver, 2001). Sin
embargo, aunque parece que per y o1y son los genes determinantes en el mecanismo molecular de
oscilacion del NSQ), existe otra serie de genes que también participan en el establecimiento de
oscilacion del reloj (Reppert y Weaver, 2001; Hastings y col, 2003).

A B

VI ST RHA

e DISPARD HETROHAL e mPor]
! \ ——— P
Y HEUROFLFTIDOS =

Relative Level (% of maximum)
B @

- v Av-Erlir = ESTADO CORDUCTIAL
& Fa——n w,m \‘\ . //\ -. HVILES DR LA FROTERA
& Cozx § EXPRESION DE GENES —— mPERI
Huchous lsm._ " 50 ! == e
CITOTLASMA

“l\ mCHY1
-] 4¢/ mCAY2
g T S
ke Sy

—  eeee—

o L] 17 18 Eal

Tiempo Circadiano



Figura 4. (A) Mecanismo molecular del NSQ, en el cual se involucran asas de retroalimentacion positivas y
negativas en la expresion de una serie de genes reloj para la manifestacién ritmica de los procesos biologicos
de un organismo. Los mecanismos de oscilacién estan mediados por la expresion de los genes pery ay a través
de la dimerizacion de CLOCK Y BMALI1 y su adhesion en las E-box. Dicha dimerizacion es inhibida a su vez
por las proteinas PER y CRY lo que cierra ¢l proceso oscilatorio. Otros genes, como Rev-Erba, son
determinantes en el sostenimiento de las oscilaciones, mientras que un tercer grupo de genes denominados
dependientes de reloj (CCGs) se han asociado directamente con la expresion del ritmo circadiano (Hastings y
col. 2003). (B) Expresién circadiana del RNA mensajero asi como de su producto final la proteina de una serie
de genes reloj en el nicleo supraquiasmitico. El proceso de traduccion entre el RNA y la proteina tarda
aproximadamente 6 horas para los genes per, siendo el punto maximo de expresion del RNA a la hora
circadica CT6 y para la proteina en CT12 (modificado de Reppert y Weaver, 2001).

1.2.3 Sincronizacion luminosa y no luminosa del NSQ

Otra de las caracteristicas determinantes de los osciladores circadianos, a parte de la
primordial que es presentar oscilaciones circadianas autosostenidas, es la de ser sincronizados por
estimulos externos, lo cual permite al organismo estar en fase con las variaciones mediambientales a
las cuales estan expuestos. EI NSQ se encuentra estratégicamente posicionado por arriba del quiasma
optico para recibir informacion luminosa del exterior a través de vias tanto directas como indirectas
de la retina. Por tal motivo, el principal sincronizador (o senal ambiental) para el NSQ es el ciclo luz-
oscuridad. La sincronizacion a la luz se lleva acabo por un ajuste de la fase y periodo del reloj, y
depende del momento del ciclo del dia en el cual la luz es percibida por la retina.

La exposicion a la luz durante la noche circadiana incrementa la tasa de disparo de las
neuronas del NSQ, asi como la expresion de genes reloj. A nivel conductual, la exposicién a la luz
genera un cambio de fase (un desplazamiento de una oscilacion a lo largo del tiempo) en la actividad
del animal, el cual puede ser un retraso (¢l animal inicia su actividad mas tarde de lo esperado) o un
adelanto (el inicio de la actividad es mis tempranamente) dependiendo de si la luz se aplicé al inicio o
al final de la noche circadiana respectivamente (Metjer, 2001; Daan y Aschoff, 2001).

Directamente, el NSQ) recibe informacién nerviosa proveniente de las células ganglionares de
la retina a través del tracto retino hipotalimico. La informacion luminosa estimula fotorreceptores de
la refina los cuales liberan glutamato como principal neurotransmisor, éste a su vez activa receptores
NMDA v no NMDA en el NSQ, lo cual lleva a una serie de eventos intracelulares
(calcio/calmodilina, MAPcinasas) mediados por la liberacion de calcio intracelular que llevan a la
fosforilacion de la proteina de adhesion a un elemento responsivo a AMP ciclico (¢AMP), lo cual a
su vez promueve la expresion nuclear de genes como ¢+fos y pera través de la adhesion a un elemento
responsivo de cAMY localizado en los promotores de dichos genes (Figura 5).



RHT Figura 5. La estimulacion luminosa activa

células ganglionares de la retina las cuales a
su vez liberan glutamato en la terminal
sinaptica del tracto retino hipotalamico
(RHT) estimulando receptores de dicho
neurotransmisor (NMDA) en las neuronas

ca®* p del NSQ. Esto promueve un incremento en
: & las concentraciones de calcio intracelular
P, < (Ca2+) y una activacion de cascadas de
g‘:ﬁﬁ ciertas moléculas (MAPK, CaMK, etc.) que
PKA posteriormente llevan a la expresion de
gEg genes como per (Modificada de Reppert y

Weaver, 2001).

No solamente estimulos luminosos pueden tener un efecto sobre la sincronizacion del NSQ.
Una setie de estimulos de catdcter no luminoso han sido descritos como poderosos sincronizadores,
entre ellos, principalmente la induccién de actividad locomotora, la administracion de algunos
firmacos, la privacion de sueno y la exposicion a intervalos de oscuridad, los cuales a diferencia de la
luz tienen efectos opuestos en cuanto a la exptesion de genes y los cambios de fase producidos
(Hastings y col. 1992, 1998; Mead y col. 1992; Mrososvsky, 1995, 1996; Antle y Mistlberger, 2000;
Mendoza y col. 2004)

A nivel conductual, los estimulos no luminosos, generan principalmente grandes avances de
fase cuando se aplican durante el dia circadiano, un tiempo en el cual el reloj no es sensible a la luz
(Mrososvsky, 1995, 1996). Por otro lado, a nivel molecular existe una supresion de genes como per,
en la hota en la cual los niveles de dicho gene son miximos, que como consecuencia trae el avance
de fase del relo] (Maywood v col. 1999; Horikawa v col. 2000; Maywood y Mrosovsky, 2001).

Los mecanismos neuroanatomicos que subyacen a la sincronizacion no luminosa, no son del
todo claros, sin embargo, existe gran evidencia de que son mediados por las proyecciones que llegan
directamente al NSQ provenientes tanto de la HIL del tilamo, a través del tracto geniculo-
hipotalimico utilizando como principal neurotransmisor ¢l neuropéptido Y (NPY), como de los
nicleos del rafe a través de una via serotoninérgica y del PVT utiizando al glutamato como
neurotransmisor (Figura 6; Meyer-Bernstein y Morin, 1996; Mrosovsky, 1996). Por ejemplo, la
administracion de serotonina o NPY in vivo generan cambios de fase y una supresion en la
expresion de genes reloj similares por la exposicion a clertos estimulos no luminosos (Biello y col.
1994; Marchand y col. 1997; Hortkawa y col. 2000; Maywood y col. 2002). Por otro lado, lesiones ya
sea de la HIL o de las vias serotoninérgicas hacia el NSQ bloquean los cambios de fase por estimulos
no luminosos (Biello v col. 1991; Wickland v Turek, 1994; Cutrera y col. 1994; Pencv y col. 1995;
Maywood y col. 1997).
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Figura 6. Corte sagital de un

P cerebro de rata en el cual se
muestra la localizacion del NSQ,
asi como de sus aferencias por las
que tanto estimulos luminosos y
no luminosos pueden sincronizar
al reloj. Glu, glutamato; HIL,
hojuela intergeniculada lateral;
NPY, neuropépudo Y; NSQ,
nicleo supraquiasmatico; NRD,
nicleo dorsal del rafe; NRM
nucleo medial del rafe; PVT,
nucleo paraventricular talimico;
5-HT, serotonina.
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1.2.4 Sincronizacion por alimento del NSQ

Ademas de la sincronizacion luminosa y no luminosa al NSQ, existe otro tipo de
sincronizacion que por sus caracteristicas deberia de ser clasificada como no luminosa, sin embargo,
los mecanismos tanto neuroanatomicos como fisioldgicos y moleculares que subyacen a la
sincronizacioén no luminosa han mostrado no ser los mismos para la sincronizacion por alimento
(Challet y col. 1998; Challet y col. 2000; Pitts y col. 2003), A pesar de que el alimento aparentemente
no es un sincronizador potente para el NSQ, algunos experimentos han demostrado que bajo ciertas
condiciones medioambientales y del propio alimento, el NSQ puede responder e incluso
sincronizarse por el alimento (Challet y col. 2003).

En ratones expuestos a una oscuridad constante, la restriccion de alimento no cambia la fase
de expresion de genes reloj en el NSQ (Damiola y col. 2000; Hara y col 2001; Wakamatsu y col.
2001). Sin embargo, cuando la restriccion de alimento es con una dicta hipocalorica y en oscuridad
constante, el alimento es un sincronizador potente, mostrando sincronizacion de los ritmos de
actividad locomotora y de temperatura corporal (Challet y col. 1996a). Ademas, con la sincronizacién
con una dieta hipocaldrica en animales en oscuridad constante, la expresion de genes reloj en el NSQ
muestra una relacién de fase con el iempo de acceso al alimento (Challet y col. 2003). Por otro lado,
en ratas desnutridas, los cuales también se encuentran en una situacion metabolica critica, la
restriccion de alimento sincroniza el ritmo de ingestion de agua bajo condiciones de oscuridad
constante (Salazar-Judrez y col. 2003),

Con estos datos se ha demostrado que la restriccion temporal de alimento, cuando es de tpo
hipocalorica o en animales bajo una situacion metabolica critica (animales desnutridos) y en
oscuridad constante, tiene fuerza para sincronizar al NSQ, indicando que bajo un estado critico de

alimentacion y con la ausencia del sincronizador principal (ciclo luz-oscuridad) se puede afectar al
NSQ.
~

l.a competencia entre  sincronizadores es un  factor determinante para  establecer
sincronizacion sobre el NSQ (Challet y col. 1998). Bajo un ciclo luz-oscuridad la restriceidon de
alimento no modifica los patrones ritmicos de expresion de los genes reloj en el NSQ (Damiola y col.
2000; Hara y col. 2001; Stokkan y col. 2001; Wakamatsu y col. 2001), ni de la expresion de la proteina



c-Fos (Angeles-Castellanos y col. 2004). A nivel conductual tampoco se ve un efecto claro por la
restriccion de alimento en animales bajo un ciclo luz-oscuridad, en algunos casos, se ha podido
observar una reduccién de la actividad nocturna durante la restriccion de alimento (Mistlberger,
1994; Stephan, 2002). Sin embargo, nuevamente, cuando la restriccion de alimento es hipocalérica
puede generarse una alteracion en el angulo de fase de la sincronizacién al ciclo luz-oscuridad (Figura
7; Challet y col. 1997a,1998).

Figura 7. Actograma en representacion
doble de la actividad en rueda de ejercicio
de un raton bajo un ciclo luz-oscuridad
12-12, indicado por las barras superiores
blancas y oscuras, y sincronizado a una
dieta hipocalorica, indicado por la flecha
vertica. Note como antes de la
sincronizacion a la dieta hipocalérica

3

existe un perfecto ajuste de fase del inicio
de la actividad con el inicio de la fase de
oscuridad (linea continua), mientras que
durante la sincronizacion por alimento
existe un inicio de la actividad fuera de
fase (adelanto) con respecto al inicio de la
oscuridad (linea punteada). Mendoza y
col. datos no publicados

Dias de registro

Aunado a esto, la respuesta tanto conductual como la expresion de genes reloj en ¢l NSQ) a
un pulso de luz se ve alterada en ratones bajo condiciones de restriccion a una dieta hipocaldrica
{Mendoza y col. datos no public:idns}.

Estos resultados demuestran que bajo ciertas condiciones especificas de restriccion de
alimento, como una dieta hipocalérica, el NSQ puede llegar a responder a este tpo de estimulos, y
que ademas la respuesta dependera de las condiciones de luz en la que se encuentren los animales;
bajo un ciclo luz-oscuridad existe una alteracion en angulo de fase en la sincronizacion al ciclo, y una
alteracion en la respuesta a la luz tanto a nivel conductual como molecular, mientras que bajo
condiciones de oscuridad constante el alimento tene la fuerza para sincronizar al NSQ.

¢Por qué solamente bajo condiciones criticas de alimentacion puede sincronizarse al NSQ? El
mecanismo molecular del NSQ depende de dos factores de trascripeion CLOCK y BMALIT para la
expresion de genes como per y ¢y, sin embargo, la union de estos dos factores de trascripeion
depende del estado oxido-reduccion (REDOX) celular (Rutter y col. 2001). Esto sugiere que cuando
la restriccion de alimento es con una dieta hipocalérica, puede llegar a ser un potente sincronizador
para ¢l NSQ, alterando claramente el estado REDOX celular,



1.3 Los osciladores periféricos

Uno de los hallazgos mas importantes e interesantes en el campo de la cronobiologia ha sido
la identificacion de diversas estructuras fuera y dentro del SNC con caracteristicas de osciladores
circadianos, los cuales han sido denominados osciladotes periféricos, por el hecho de encontrarse
fuera del NSQ o del SNC (Figura 8).

La retina es uno de los primeros 6rganos que mostro oscilaciones circadianas autosostenidas
in vitro (Tosini y Menaker, 1996). Sin embargo, la caracterizacion de genes reloj en el NSQ ayudoé para
poder identificar la expresion de estos genes en otros sitios dentro y fuera del SNC y asi poder
identificar otros osciladores circadianos. A nivel central, se ha podido observar la existencia de genes
reloj en la corteza cerebral, el hipocampo, el estriado, el bulbo olfatorio y el nicleo lecho de la estria
terminalis (Masubuchi y col. 2000; Wakamatsu y col. 2001; Granados-Fuentes y col. 2004; Amir y
col. 2004), mientras que en la periferia, 6rganos como el higado, el pulmén, el rifdn, el corazon y el
musculo (Figura 8), no solamente expresan genes, sino que ademas dicha expresion muestra
oscilaciones circadianas (Sakamoto y col. 1998; Yamazaki y col. 2000). Mas ain, se ha podido
demostrar que una linea celular de fibroblastos in vitro, puede mostrar oscilaciones circadianas en la
expresion de genes reloj inducidas por un shock de suero (Balsalobre y col. 1998).
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Figura 8. Ritmos de expresion de genes reloj en diversos tejidos de mamifero in vitro, La expresion circadiana
de perl no solamente se ha podido demostrar en el NSQ (A), sino también en el misculo esquelético, el
higado y el pulmén (B), y a nivel del sistema nervioso central en diversas estructuras (C) como la hipofisis
(PIT), el nucleo arqueado (AN) del hipotilamo y la glindula pineal (PIN) (Yamazaki y col. 2000; Abe y col.
2002).



El lempo de oscilacion de los genes reloj en tejidos periféricos parece ser similar entre estos,
es decir hay una relacién de fase entre sus patrones temporales de actividad (Damiola y col. 2000;
Balsalobre, 2002), en contraste, en comparacion con el NSQ, hay un retraso de 6 a 8 horas en el
patron temporal de expresion de genes reloj en los osciladores periféricos (Damiola y col. 2000,
Wakamatsu y col. 2001; Balsalobre, 2002; Reppert y Weaver, 2002). El retraso entre el NSQ y los
osciladores periféricos puede deberse al intervalo que necesita el reloj central para sincronizar, ya sea

a través de sefiales nerviosas o humorales (Buijs y Kalsbeek, 2001), a los demis osciladores
periféricos.

1.3.1 Mecanismos moleculares presentes en los osciladores periféricos

Se ha propuesto que en los mecanismos moleculares de los osciladores periféricos son los
mismos genes responsables de la maquinaria molecular del NSQ. per! ha demostrado ser un
componente esencial, ya que ratones con mutaciones de este gene, presentan retrasos de fase en las
oscilaciones de los genes reloj de los tejidos penféricos (Cermakian y col. 2001). Por otro lado,
ademas de los factores de trascripcién CLOCK y BMALL, otro factor de trascripeion homologo a
CLOCK se ha identificado al menos en estructuras del cerebro anterior. NPAS2 es un factor de
trascripeion que solo se encuentra en regiones como la corteza, el hipocampo y el estriado. Debido a
que NPAS2 puede dimerizar con BMALIL, para la trascripcion de genes como per y oy, ha sido
considerado como un componente molecular determinante al menos para los osciladores circadianos
en estructutas del cetebro anterior (Reick y col. 2001).

1.3.2 Sincronizacion de los osciladores periféricos

La sincronizacion del NSQ es principalmente de tipo luminoso, sin embargo, jcomo
sincronizar a los osciladores perifericos? En algunas especies como el pez cebra, la luz puede actuar
como sincronizador de los osciladores periféricos debido a la existencia de fotorreceptores locales en
los tejidos periféricos (Whitmore y col. 2000). Sin embargo, en mamiferos la sincronizacion por luz
de los tepidos periféricos se ha propuesto ser de manera indirecta, es decir a través del NSQ, el cual
primeramente es sincronizado por la luz y éste a su vez sincroniza a todos los demas osciladores
petiféricos por medio de senales neurales y humorales (Yamazaki y col. 2000; Buijs y Kalsbeck,
2001).

Sin embargo, un sincronizador potente para los tejidos periféricos es el alimento. Cuando el
alimento es restringido a unas horas al dia, la expresion de genes reloj en diversos organos como el
higado, el pancreas, el corazon y el rifén, asi como en ciertas dreas del cerebro, tanto en condiciones
de oscuridad continua como en un ciclo luz-oscuridad, se sincromizan a la hora del alimento
(Damiola y col. 2000; Hara y col. 2001; Stokkan y col. 2001). Por otro lado, también se ha podido
observar la sincronizacion de ciertas enzimas hepaticas a los horatios de alimento (Diaz-Munoz y col.
2000). La sincronizacion de genes reloj por restriccion de alimento en el higado se presenta aiun en
animales con lesiones del NSQ (Hara y col. 2001), con lo que se demuestra que la sincronizacion al
alimento de los tejidos periféricos puede presentarse independiente del NSQ).

Ademas de restriccion de alimento, se ha propuesto que otras sefales pueden ser
sincronizadores de los osciladores periféricos, como por ejemplo los glucocorticoides (Balsalobre y
col. 2000), los cambios de temperatura (Brown y col. 2002), las catecolaminas (Mendoza y col. 2003;
Terazono y col. 2003) y la insulina (Kuriyama y col. 2004). Sin embargo, muchas de estas sefales



internas que pueden sincronizar a los osciladores periféricos son senales que se desencadenan por la
misma ingestion de alimento.

1.4 El oscilador sincronizado por aliments SA

A pesar de que son bien claras las evidencias de que el NSQ es el reloj circadiano y que hay
una serie de estructuras dentro y fuera del SNC como osciladotes periféricos que responden a la
sincronizacion por alimento, se ha propuesto la existencia de un oscilador sincronizado por alimento
(OSA), y su identidad no ha quedado del todo clara.

1.4.1 La actividad de anticipacién al alimento: un primer reporte

En la naturaleza la adquicision de alimento y la evitacion de predadores son factores
determinantes para la superviviencia de una especie. Sin embargo, muchas veces la disponibilidad del
alimento, en la naturaleza, se restringe exclusivamente a unas horas a lo largo del dia. Esto ha llevado
al desarrollo de sitemas biologicos en las especies para anticipar la disponibilidad del alimento y
poder obtener los mejores beneficios de éste. Los primeros reportes acerca de la existencia de
mecanismos de medicion del tiempo para la alimentacion fueron descritos por el psiquiatra suizo
Augusto Forel, quién observé que las abejas regresaban diariamente y la hora precisa al sitio donde ¢l
colocaba jalea para su desayuno. Forel sugirio, con estas observaciones, que las abejas poseian una
especie de memoria temporal (gedgedichinis; en aleman) que les ayudaba a medir el tempo vy
anticiparse al alimento (Moore-Ede y col. 1982).

Por otro lado, en mamiferos Curt Ritchter en 1922 observd que st una rata era alimentada a
una hora regular cada dia, ésta empezaba a correr en anticipacion al alimento horas antes de la llegada
del mismo, lo cual sugeria la existencia de un sistema interno de medicion del tiempo asociado al
alimento en las ratas.

No fue sino hasta principios de los 60°s que Robert Bolles comenzé a darle un mayor interés
al fenémeno de la actividad de anticipacion (AA). Bolles realizo una serie de experimentos, y en 1962
sugirio la participacion de un reloj circadiano en ¢l organismo que promueve la AA (Bolles v de
Lorge, 1962).

El NSQ, como reloj circadiano bien caracterizado, era el principal candidato a ser el
responsable de la AA. Sin embargo, Krieger y col. (1977) y Stephan y col. (1979) demostraron que su
lesion no eliminaba ¢l ritmo de corticosterona ni la AA asociados al alimento. Aunado a esto, la
expresion de dos componentes de actividad, uno asociado al alimento v ¢l otro en oscilacion
espontanea con un periodo menor de 24 horas indican la existencia de por lo menos dos osciladores
desacoplados, uno en libre curso y otro sincronizado al alimento (Figura 9).

Stephan (1981) realizd una serie de experimentos en donde probé la sincronizacion por
alimento con diferentes periodos de acceso a éste, v confirmo que existia un rango circadiano para la
sincronizacion por alimento y que era de 22-31 horas, fortaleciendo atin mis de la existencia de un
oscilador sincronizado por alimento.



ias de registro

La existencia de los ciclos transitorios ante un cambio de fase (hora) del sincronizador, es una
caracteristica intrinseca de los osciladores circadianos, En la sincronizacion por alimento se ha
observado que el cambio de la hora del sincronizador (alimento) genera ciclos transitorios en la AA
(Stephan, 2001) y en el ritmo de corticosterona (Honma y col. 1984) hasta establecer una nueva fase.

Loa limites de sincronizacion en un rango circadiano y la existencia de los ciclos transitorios
surgieron como critetios para argumentar la existencia de un OSA (Stephan, 2001).

Figura 9. Actograma de la conducta de
ingestion de agua en una rata en
condiciones de oscuridad constante
(barra  negra  superior) y  bajo
condiciones de restriccion de alimento.
Note como  dos  componentes
independientes aparecen en el registro,
uno en oscilacion espontinea  (linea
inclinada) y otro antcipindose a la
llegada de alimento (barra vertical
sombreada). Tomada de Mendoza y col
2003.
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1.4.2 La sincronizacion por alimento de parametros fisiolégicos y metabélicos

Por otro lado, se ha demostrado que diversos parametros hormonales y metabdlicos tambicén
se anticipan a la llegada del alimento. Krieger (1974) demostrd que el ritmo de corticosterona y el de
temperatura se sincronizan al alimento anticipandose a la llegada de éste. Escobar v col. (1998),
demostraron que el alimento puede sincronizar las concentraciones de ciertos metabolitos como las
de los dcidos grasos libres, los cuales aumentan considerablemente antes de la |I|.'.gad:t del alimento,
asi mismo los triglicéridos pero con un efecto opuesto, disminuyen antes de la llegada del alimento y
los cuerpos cetonicos los que también aumentan antes de la llegada del alimento. Ademas, algunos
metabolitos, como los acidos grasos y los triglicéridos, mostraron que el ritmo diurno persiste por
varios ciclos en ayuno (Escobar y col. 1998).

1.5 [istructuras centrales determinantes en el control del balance energético v la
sincronizacion por alimento

LLa dentficacion de un sustrato anatémico como posible oscilador cireadiano sincronizado al
alimento no ha sido exitosa hasta el momento. Lesiones de diversos nicleos dentro del hipotilamo
como el ventromedial (VMH), lateral (LH), paraventricular (PVN) y el arqueado (ARC), asi como en
otras estructuras fuera del hipotilamo (sistema limbico, bulbo olfatorio, drea postrema) no eliminan
Ia AA generada por la restriccion de alimento (Misdberger, 1994; Stephan, 2002).



Aunado a esto, lesiones de tejidos periféricos como el higado (bajo un modelo de toxicidad
hepatica ctonica con tetracloruro de carbono, CCL4) que ha mostrado ser un oscilador circadiano
que se sincroniza al alimento, tampoco eliminan la AA (Escobar y col. 2002).

Por otro lado, Davidson y col (2000) demostraron que animales con lesiones del nicleo
parabraquial (NPB) mostraban una atenuacion y en algunos casos ausencia de la AA. Este nicleo se
localiza en la parte dorsal del tallo cerebral y recibe aferencias del nacleo del tracto solitario (NTS; el
cual a su vez recibe informacion visceral y de la lengua) y del area postrema (AP). Los autores
concluyeron que el NPB es una estructura que sirve como una via de relevo de la informacion
visceral generada por el alimento (sincronizador) o como una via de salida del oscilador, pero que no
era ¢l oscilador per se (Davidson y col. 2000).

Con la interpretacion de estos resultados, las vias de entrada o de relevo de la informacion
proveniente de la periferia hacia el SNC parecian ser determinantes en la expresion de la AA. EI AP
es una region carente de barrera hematoencefalica que permite la entrada de sefialas humorales de la
circulacion al SNC y ademas tiene eferencias hacia el NPB por lo cual podria ser un sitio importante
para la sefializacion del sistema gastrointestinal hacia el cerebro. Davidson y col. (2001) mostraron
que la lesion de AP no impedia la sincronizacion por alimento, por lo cual aunque la lesion del NPB
atenuaba la AA| no era a través del AP por donde la informacion proveniente de la periferia pudiera
tener acceso al NPB.

Otros estudios bajo el paradigma de restriccion de alimento han mostrado que algunos sitios
en ¢l SNC se activan anticipando la llegada del alimento, por ejemplo el nicleo mberomamilar (IB)
en el hipotilamo, que incrementa la expresion de células inmunoreactivas a Fos (marcador de
actividad neuronal) antes de la llegada del alimento, reflejando un alertamiento conductual por la
expectacion de alimento (Inzunza y col. 2000). Por otro lado, Angeles-Castellanos v col. (2004)
mostraron la activacion de Fos en otros nicleos en el hipotilamo asociados a la AA y la ingesuon
propia del alimento, en donde el DMH, v el drea perifornical del hipotalamo (Pel) muestran un
incremento en la expresion de Fos anticipando la llegada del alimento.

Por la importancia del hipotilamo en el control del metabolismo y de la ingestion de
alimento, es claro el por qué diversos niicleos de esta region del cerebro, responden ante una
situacion de sincronizacion por alimento. Lo mids interesante es que la respuesta de cada uno de estos
nucleos es diferente desde el punto de vista temporal y asi mismo en cuanto a la intensidad de su
respuesta. Esto sugiere que dentro de un sistema de oscilacion sincronizado por alimento cada uno
de éstos tiene un papel especifico, ya sea en las vias de sincronizacion, en la maquinara circadiana del
oscilador o en las salidas o expresion del oscilador (Angeles-Castellanos y col. 2004).

Sin embargo, el hecho de que lesiones especificas de diversos nacleos del hipotilamo no
interfieran con la sincromzacién por alimento y que ademas no es un solo sitio del hipotilamo el cual
responde a la sincronizacion, indica que son diversas las estructuras a nivel central las cuales
subyacen a todo el proceso de sincronizacion por alimento, y que ademis por la variedad de
funciones (cognitivas, motivacionales, emocionales, etc.) que se ven involucradas en la ingestion de
alimento, muchas otras estructuras en el sistema nervioso central, fundamentales para toda esa serie
de mecanismos presentes en la ingestion, pueden también ser relevantes durante la sincronizacion
por alimento.



1.6 Estructuras v mecanismos centrales determinantes en los procesos de motivacion
v reforzamiento de la ingestion de alimento

A pesar de que muchos de los estudios acerca de los mecanismos de la motivacion y
reforzamiento se han hecho con modelos experimentales de adicciones a drogas, otros trabajos han
demostrado que los mismos mecanismos a nivel central estin participando durante la motivacion y
reforzamiento que generan conductas naturales como la ingestién de alimento,

A nivel central los mecanismos que subyacen la motivacion son un tanto complejos, sin
embatgo, es bien establecido que uno de los mecanismos primordiales es el sistema dopaminérgico
mesocorticolimbico, el cual se origina de neuronas dopaminérgicas en el area tegmental ventral
(VTA) del mesencéfalo y su proyeccion hacia estructuras centrales como el nucleo accumbens, Ia
amigdala y la corteza prefrontal. La evidencia es que este sistema es activado por una serie de eventos
naturales y no naturales de caracter reforzante, y que su bloqueo impide el efecto conductual de tales
reforzadores (Wise, 1985).

Diversas estructuras del sistema limbico han sido involucradas con las reacciones positivas
hacia las propiedades hedénicas del alimento (Berridge, 2003). Por ejemplo, en monos se ha
demostrado que la activacion neuronal de la corteza prefrontal (PFC), la cual incluye el drea
prelimbica, infralimbica, cingulada anterior, insular agranular y areas orbitofrontales (Paxinos, 1995),
incrementa en respuesta al sabor favorito de una comida del animal o con el simple hecho de
observarla, y ademas ante un estimulo condicionado a la presencia del alimento (Rolls, 2000). Por
otto lado, en ratas se ha observado la misma respuesta de la PFC al valor hedonico del alimento
(Bassaero y DiChiara, 1997).

La amigdala es una estructura que es considerada como clave en los procesos de las
emociones v motivaciones, Se subdivide en el complejo basolateral de la amigdala (BLA), formado
por varios nicleos (lateral, basal y accesorio), y el complejo centromedial (CeA), dividio en capsular,
lateral y medial (Swanson y Petrovich, 1998). La amigdala es relevante en el control de la ingeston de
alimento debido a la relacion anatémica que tiene con el hipotilamo lateral (considerado el centro del
hambre) y con el NTS principalmente el CeA, lo cual ha sido relacionado con la respuesta neuronal
del CeA a las comidas apetitosas (Pomonis y col. 2000; Petrovich y col. 2002). La expresion de la
proteina ¢-Fos, muestra un incremento principalmente en la CeA por la ingestion de una dieta
apetitosa (Kim y col. 2001). Por otro lado, lesiones el CeA generan un decremento en la preferencia
por soluciones apetitosas (sacarosa) en ratas (Touzani y col. 1997),

El nicleo accumbens es una estructura que se localiza en el cerebro anterior y que forma
parte del estriado (en su regién ventral) junto con el complejo caudado-putamen (region dorsal). Por
las eferencias y aferencias que envia y recibe, este nicleo ha sido caractenzado como una via de
relevo o mtetfase entre la informacion de un estado motivacional y la expresion motora del mismo
(Mogenson y col. 1980). Por lo cual, se considera como una estructura que rcgula las propiedades
reforzantes del alimento durante la ingestion (Stratford y Kelley, 1999).
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A nivel neuroquimico otros sistemas han tomado gran importancia en modular el impacto
reforzante del alimento. Los péptidos opioides, como las endorfinas, actian en el nicleo accumbens
promoviendo un incremento en la ingestion de alimento apetitoso, como la sacarosa, lo cual indica
que los cambios generados por un alimento reforzante no son exclusivos del sistema dopaminérgico,
sino que ademads participan otros sistemas de neurotransmision (Pecifia y Berridge, 2000).

Debido a las caracteristicas anatémicas, neuroquimicas y funcionales del nicleo accumbens,
éste se ha subdividido en dos principales regiones, dorsolateral (Acc-Core) que representa a toda la
region que rodea a la comisura anterior, y la region ventromedial (Acc-Shell) la cual se extiende
medial, ventral y lateral a la region core (Heimer y col. 1991; Zahm y Brog, 1992). Ademis, en la
ingestion de alimento se ha propuesto una participacion diferencial de cada region. Mientras que la
region shell ha sido involucrada con la fase consumatoria del alimento, la region core se ha
mvolucrado con las conductas anticipatorias en la busqueda y obtencion del alimento (Kelley, 1999;
Bassaero y Di Chiara, 1999a).

Por otro lado, algunos autores han utilizado los términos “liking” para referirse a todas
aquellas reacciones a nivel conducrual y fisiologico generadas por ¢l impacto hedonico dado por el
sabor de un alimento (conductas consumatorias) y “wanting” para referirse a todos los procesos de
prediccidon de un reforzador (conductas anticipatorias). La propuesta va mas alld de la diferencia de
dos procesos involucrados en la motivacion y reforzamiento, sino que ademas propone que tales
procesos dependen de diferentes estructuras y sistemas neuroquimicos. Mientras que en el “liking” es
el Acc-Shell y el sistema gabérgico v opiodérgico los principales responsables, para el “wanting” es el
Ace-Core vy el sistema dopaminérgico los que promueven la generacion de todas las conductas de
anticipacion y prediccion de un reforzador (Berridge y Robinson, 2003).

Los procesos a nivel cerebral que subyacen a la motivacion y reforzamiento, sin embargo, no
dependen de una estructura exclusivamente, sino de la dinamica de la comunicacion entre diversas
estructuras, siendo claves la PFC, ¢l nicleo accumbens (shell y core) y la amigdala, ademas de su
relacion anatomofuncional no solamente entre éstas, sino también con otras estructuras como el
hipotalamo y el tallo cerebral (Figura 10). Por ¢jemplo, la relacion entre el Ace-Shell y el hipotilamo
lateral (LH) es crucial en el control de la ingestion de alimento, en donde el Acc-Shell promueve la
activacion del LH utilizando GABA como principal neurotransmisor (Stratford y Kelley, 1999).



1.7 Sincronizacion por alimento, reforzamiento y motivacién

Durante la sincronizacién por alimento existe un incremento en el estado de alertamiento y
en los estados motivacionales que llevan a la presencia de conductas dirigidas hacia la basqueda de
alimento como la AA. Por otro lado, trabajos previos han demostrado que la sincronizacién con una
dieta apetitosa, con altos contenidos en carbohidratos, genera AA en hamsters y ratas. Asi mismo,
breves accesos a sacarosa también pueden generar AA en ratas. Estos trabajos sugieren que ademas
de los factores metabdlicos o fisiologicos, propios de la ingestion de alimento, el valor reforzante del
alimento es un factor determinante para la sincronizacién por alimento (Mistlberger y Rusak 1987;
Abe y Rusak., 1992; Pecoraro y col. 2002).

Ademis de la presencia de una clara sincronizacion de la AA a una dieta apetitosa en
hamsters intactos y con lesiones del NSQ (indicando la existencia de otros osciladores
sincronizados), en algunos animales la conducta locomotora en oscilacion espontinea (dependiente
del NSQ) también muestra sincronizacion a la dieta apetitosa. Iisto sugiere que ¢l estado
motivacional desencadenado por el alimento, no exclusivamente sincroniza al OSA, sino que ademas
también en algunos casos sincroniza al NSQ. Este fenémeno se observa en la ausencia del
sincronizador principal el ciclo luz-oscuridad (Abe y Rusak, 1992).

Por otro lado, Wakamatsu y col. (2001) demostraron que bajo restriccion de alimento la
expresion de genes como per 1y per 2, en la corteza y el hipocampo, ajustan su fase a la llegada del
alimento, sugiriendo que la expresion de estos genes en dichas regiones del cerebro también esta
relacionados con los ritmos conductuales sincronizados por alimento. Cabe mencionar que tanto el
hipocampo como la corteza, son estructuras claves en los mecanismos que subyacen a la motivacion
y reforzamiento, ¥ @ Otros procesos cognitivos como el aprcndiz:tjc, lo cual sugiere que ademas de los
procesos circadianos, homeostiticos, metabélicos, motivacionales y de reforzamiento, y por la
complejidad de la conducta de ingesta de alimento, procesos cognitivos pueden estar involucrados en
la sincronizacion por alimento.

Sin embatgo, y a pesat de un claro papel de los estados motivacionales que se desencadenan
durante la sincronizacion por alimento, los mecanismos a nivel central que subyacen dichos procesos
v que pueden estar participando durante la sincronizacion por alimento, han sido pobremente
explorados.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Estructuras en el SNC relevantes para el balance energético y control de la ingestion de
alimento (hipotalamo, tallo cerebral) han mostrado tener un papel especifico en la sincronizacién por
alimento (Angeles-Castellanos y col. 2004). Sin embargo, a pesar de que existe un mecanismo
homeostatico y metabolico determinante durante la sincronizacién (Diaz-Mufioz y col. 2000),
también se observa un cambio en el estado motivacional de los animales generado por la privacion
de alimento. Esto sugiere que estructuras del SNC, que subyacen los mecanismos motivacionales,
pueden también ser determinantes para la sincronizacion.

A pesar de que se ha mostrado que en la corteza y el hipocampo, la expresion de genes reloj
se sincroniza a los horarios de alimentacion (Wakamatsu y col. 2001), estructuras de gran importancia
motivacional, como el nicleo accumbens, no han sido estudiados detalladamente. Ademas, hasta el
momento no se ha determinado cuanto contribuye el estado motivacional a la sincronizacion por
alimento, vs. el estado metabolico de alternancia ayuno saciedad que establece este paradigma.

Por otro lado, el efecto de una sincronizacion por alimento en donde sélo exista una
manipulacion del estado motivacional de los animales, sin llevarlos a un estado catabdlico por la
privacion de alimento, tampoco ha sido estudiado al momento y podria aportar informacion sobre
las circunstancias particulares en que se logra modificar la actvidad del NSQ o tal vez sincronizatlo
por alimento.

En este estudio se abordan varios aspectos para determinar, ademis de los cambios
metabolicos, la relevancia del valor hedonico del alimento en el paradigma de sincronizacion.

En una primera parte se exploro la participacion del nicleo accumbens tanto en la expresion
conductual como metabélica en la sincronizacion por alimento. Para ello se explord la activacion
celular por medio de la deteccion de la proteina e-Fos, asi como el efecto de lesiones localizadas en
cada una de las subregiones del nacleo en la sincronizacion.

Iin una segunda parte se explord la potencia de un alimento apetitoso como estimulo de
sincronizacion y se determind la actividad de estructuras limbicas e hipotalamicas involucradas en
este mecanismo de sincronizacion.

Finalmente se exploro la influencia de la sincronizaciéon con un alimento apetitoso sobre ¢l
NSQ ante condiciones constantes de oscuridad. Situacion en la cual disminuye la influencia
competitiva de otros sincronizadores. Ademas, y por la importancia de estructuras talimicas en la
sincronizacion no luminosa del NSQ, también se determiné la actividad de nicleos como el PVT y la
HIL durante la sincronizacion.



3. HIPOTESIS

3.1 Hipétesis Generales

Un cambio en el estado motivacional, desencadenado por periodos de restriccion de alimento
(hambre), es determinante en la sincronizacion de la AA por alimento, en donde estructuras
en el SNC que subyacen los mecanismos que participan en la motivacion y el reforzamiento
tienen un papel especifico. Por tal motivo, la lesion de alguna de dichas estructuras altera la
sincronizacion de la AA.

El cambio en el estado mouvacional de un animal por un alimento altamente apetitoso es
suficiente para sincronizar parimetros conductuales y fisiolégicos sin una privacion de
alimento, en donde estructuras del sistema limbico relevantes en los procesos de
reforzamiento y motivacion son determinantes en dicha sincronizacion.

El alimento es un sincronizador potente para los osciladores periféricos (dentro y fuera del
SNC), pero no para el NSQ. Sin embargo, bajo ciertas condiciones en las que el alimento
adquiere un valor altamente motivacional o reforzante, por un incremento en sus
caracteristicas gustativas y apetitosas, y en ausencia de un ciclo luz-oscuridad, el NSQ se
sincroniza al alimento.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivos generales

Determinar el papel de estructuras en el SNC, como el micleo accumbens, relevantes para la
expresion de conductas motivadas (como la ingesta de alimento), en la sincronizacion por
alimento, mediante la evaluacion de su actividad celular, como la de un posible efecto por
una lesion del nicleo sobre la sincronizacién por alimento.

Caracterizar la sincronizacion tanto conductual como fisiolégica asi como la respuesta celular
de algunas estructuras del sistema limbico con un alimento de alto valor motvacional en
animales sin privacion de alimento regular.

Determinar si un alimento altamente apetitoso puede sincronizar al NSQ (a nivel conductual,
fisiolégico y celular) de animales sin privacion de alimento y en condiciones de oscuridad
constante.



5. MATERIALES Y METODO

5.1 Animales v condiciones generales

Para todos los experimentos, se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar con un peso inicial
de 220-250g obtenidas del bioterio de la facultad de Medicina de la Universidad Nacional Auténoma
de México. Antes de cualquier manipulacién experimental todos los animales se alojaron en cajas de
acrilico (20 X 40 X 40cm) en grupos de 5 bajo un ciclo de luz-oscuridad (LO) 12-12 (las luces se

encendian a las 7:00am), temperatura controlada (22+1°C) y con agua y alimento (laboratory diet
chow 5001) ad kbitunr.

5.2 Registro conductual

Para el registro conductual, se utilizaron cajas de acrilico individuales (30 X 45 X 20cm) en
una habitacién sonoamortiguada y bajo condiciones de temperatura controlada (22 £°1 C). Las
condiciones de luminosidad durante el registro conductual (LO 12:12 u oscuridad constante)
dependieron de los requerimientos en cada experimento. La actividad general de locomocién fue
registrada de manera constante por medio de detectores infrarrojos localizados en la parte inferior de
las paredes de la caja, por lo que cada movimiento del animal cerraba un circuito electronico
detectado por los sensores y la informacién se almacenaba en una computadora en intervalos de 15
minutos para su posterior anilisis.

En el experimento 3, el registro conductual del grupo de animales control sincronizados a
horarios restringidos de alimento (HRA) fue de la actividad de ingestion de agua y se realizé con el
sistema DISPAC (Digital Analysis System Applied to Chronobiology; Aguilar-Roblero y col. 1997).

Para cada animal se elaboraron actogramas en representacion doble (double-plor) de la
actividad locomotora y ademds para cada condicion experimental se realizaron perfiles de actividad
de un ciclo de 24 horas para los que se promediaba la actividad de todos los animales de cada
condicion o grupo experimental con un sistema de procesamiento y adquisicion de datos (SPADI,
version 1.1.1) disenado en nuestro laboratorio.

5.3 Inmunohistoquimica

Para el andlists inmunohistoquimico, los animales fueron anestestados con pentobarbital
sodico (2 ml Sedalphorte 0.063g/ml) y perfundidos a través del corazon (ventriculo 1zquierdo) con
250 ml de solucién salina (0.9%), seguido por 250 ml de paraformaldehido al 4% en buffer fosfato al
0.1 M (PB; pH 7.2). Al finalizar la perfusion, se obtuvieron los cerebros v se fijaron nuevamente en
paraformaldehido por 1 hota, y posteriormente se crioprotegieron en solucién de sacarosa al 10, 20 y
30% en PB al 0.1 M sucesivamente por 24 horas en cada concentracion.

Los cottes de cada cerebro (los cerebros se congelaron previamente) se hicieron en secclones
coronales de 40 pm en un criostato a -18 °C y se colectaron en series de 4. De estas series, se tomo
una para teirla con violeta de cresilo (Nissl), con ¢l fin de poder identificar los nicleos de interés.
Otra serte de cortes se incubd por 72 horas a 4°C en un anticuerpo primario para la proteina c-Fos
hecho en conejo (Santa Cruz Biotechnology, USA) diluido 1:2500 en una solucion de PB salina
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(PBS) mis suero de cabra y triton (PBSGT; PBS, 1% suero de cabra, 0.3% Triton X-100), v una
tercer serie de cortes se incubd en un anticuerpo para la proteina PER-1 hecho en cabra (Santa Cruz
Biotechnology, USA) diluido en PBS mas suero de conejo y triton (PBSRT) a la misma
concentracion que el anticuerpo para c-Fos. La cuarta serie se guardd para un futuro andlisis.

Al finalizar las 72 horas de incubacién, los cortes fueron lavados 3 veces por 10 minutos en
PBS, y posteriormente incubados en un anticuerpo secundario biotinilado (IgG hecho en cabra, anti-
conejo para c-Fos; hecho en conejo, anti-cabra para PER-1; Vector laboratories) en una
concentracion 1:200 en PBSGT (PBS mas suero de cabra y tritén) por 2 horas. Finalizando el tempo
de incubacion, los cortes fueron nuevamente lavados en PBS e incubados en una solucién avidina-
biotina peroxidasa (Vectastain Elite ABC Kit; Vector Labs) por 2 horas y lavados nuevamente 3
veces por 10 minutos en PBS. Al finalizar el dltimo lavado, los cortes se llevaron a una reaccion con
diaminobenzidina (0.5 mg/ml, en buffer de trizma 7.2), niquel, cobalto (200 pl de cada uno en 250
ml de diaminobenzidina, 10%) y peroxido de hidrogeno (35 pl, 30% H202). Cada corte fue
montado en liminas (porta-objetos) gelatinizadas y dehidratadas en una serie de alcoholes y xilol para
posteriormente ser cubiertas con cubreobjetos y permount (Fisher Chemicals).

5.4 Cuantificacion celular

Para identificar el 4rea total de cada nicleo, se utilizaron las imigenes teidas con violeta de
cresilo, de acuerdo al atlas estercotaxico Paxinos y Watson (1998; Tabla 1), las cuales fueron
examinadas bajo el microscopio (Nikon Eclipse E600) y capturadas con un objetivo de 10X con un
sistema de andlisis de imagen (Meta Vue serie 4.5, Universal imagen corporation). Las células
positivas a las proteina c-Fos y PER-1, incluidas en el drea seleccionada, fueron contadas
manualmente en un lado de cada seccion. Para evitar el contar células positivas falsas, primero se
establecié un valor de densidad dptica (fondo) en una region alrededor del nicleo sin expresion de la
proteina c-Fos o PER-1. Las células tenidas que sobrepasaran tres veces el valor del fondo
establecido previamente se consideraron como positivas, mientras que las células que mostraban
valores por debajo del fondo fueron descartadas. El nimero de células se transformo en células por
milimetro cuadrado en el experimento 1 y 2 (mm?2),

Tabla 1 localizacion de acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1998) de los nicleos considerados para el
conteo celular.

NUCLEO LOCALIZACION INTERAURAL
Corteza prefrontal (PFC) 11.70mm
Accumbens shell (Acc-Shell) 10.20mm
Accumbens core (Acc-Core)
Nucleo supraquiasmatico (NSQ) 7.70mm
Nicleo paraventricular del tilamo (PVT)
Niicleo lateral del hipotilamo (LH) 7.12mm

Nucleo paraventricular del hipotilamo (PVN)
Nicleo central de la amigdala (CeA)

Nucleo ventromedial del hipotalamo (VIMH) 5.86mm
Niicleo dorsomedial del hipotilamo (DMH)
Hojuela intergeniculada lateral del talamo (HIL) -4.30mm
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5.5 Cirugia y lesiones

En el experimento 1 para evaluar el efecto de una lesion en cada subterritorio del nicleo
accumbens, los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral (400mg/kg peso corporal),
posteriormente se colocaron en un aparato estereotixico a un nivel de la barta para incisivos -3.3mm.
Se realizo un corte medio sagital para exponer el crineo del animal, se identificé bregma y, de
acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1998), las coordenadas de cada uno de los nicleos de interés
(Acc-Core, AP +1.2, L £ 1.8, DV -7.2; Acc-Shell, AP +1.6, L. = 0.4, DV -7.0). Se realizaron
trepanaciones bilaterales de aproximadamente 0.3mm para la entrada de una micro-jeringa (2 pl,
Hamilton Co.).

Las lesiones se indujeron por la infusion de 0.4 pl de NMDA en cada lado (N-methyl-D-
aspartate; Sigma Co. 10mg/ml en PB 0.1M, Ph 7.4), a una velocidad de 0.2 pl/min. Al finalizar la

infusion la jeringa permanecio por un minuto mas para permitir la difusion total del toxico.

El grupo control recibié lesiones falsas (sham) en las que se realizaron todos los

procedimientos quirirgicos que el grupo experimental, pero en lugar del téxico se infundio 0.4 pl de
PB como vehiculo (0.1M, pH 7.4).

Para evaluar ¢l efecto de la lesion sobre otros parametros fisiologicos, el peso corporal de
todos los animales se evalué cada semana a lo largo de todo el experimento y la ingestion de alimento
a lo largo de las 24 horas bajo condiciones ad [ibitum.

5.6_Determinacion de las concentraciones de las variables metabdlicas

Para la obtencién de muestras de sangre para el analisis metabélico se utilizaron dos métodos:
para ¢l experimento 1, en el dia 15 de sincronizacion, los animales se anestesiaron con hidrato de
cloral (400mg/kg peso corporal), se expuso ¢l area yugular del animal y se realizo un corte parasagital
de aproximadamente 3cm, se diseco la region y se expuso la vena yugular interna, en la cual se realizd
un corte y se insertd una canula de silicon (0.64mm didmetro interno, 1.19mm didmetro externo) la
cual previamente se llend con heparina (500U/ml) como anticoagulante. La permeabilidad de las
canulas se mantuvo por mas de 15 dias.

En los expetimentos 2 y 3, la obtencion de las muestras fue durante el momento de la
perfusion para la obtencion de los cerebros de cada animal a través de un pinchazo en la vena cava.

Las muestras de sangre (600 pl) se colectaron en tubos ¢ppendorff (1.8 ml), los cuales
contenian un gel separador de suero. Durante la coleccion los tubos se mantuvieron a 4°C. Los tubos
se centrifugaron a 2500 rpm durante 15 min. Las alicuotas de suero obtenidas (100 pl) se congelaron
a -45°C para su posterior analisis.

La determinacion de dcidos grasos libres (AGL) se llevd acabo por el método de Novak
(1965), en el cual se realizé una curva de referencia utilizando como estandar el dcido palmitico
(Sigma Co. 0, 2.78, 6.95, 13.9, 20.9, 27.8 mg/dl). La absorbancia de las muestras se determiné a
500 nm en un espectrofotdmetro (Pharmacia Biotech) y se convirtieron a medidas de concentracion
(mg/dl) utilizando la curva estindar.
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Las concentraciones de glucosa fueron determinadas por el método de Glucosa Oxidasa-
Peroxidasa, con una muestra de 10 pl de suero, utilizando un kit comercial de colorometria (Hycel
No 70408). La absorbancia de las muestras se determind a 520 nm y se convirtieron a medidas de
concentracion (mg/dl) utilizando la curva estandar.

5.7 Anilisis estadisticos

Todos los datos se clasificaron por grupos y se representan como medias * errores estandar
(SEM). En el experimento 1, para los analisis de la expresion de c-Fos se udlizé un andlisis de
varianza (ANOVA) de dos vias para medidas independientes de los factores grupo y tiempo. La
intensidad de la AA y la sincronizacién metabélica se determiné con un ANOVA de dos vias mixto,
para medidas repetidas del factor tiempo y medidas independientes para el factor grupo. El peso
corporal y la ingestion de alimento se compararon entre grupos (control vs lesion) con un ANOVA
de una via para medidas independientes.

En el experimento 2, la intensidad de la AA se determiné con un ANOVA de una via para
muestras repetidas del factor dempo. La expresion de c-Fos, asi como las concentraciones de las
variables metabélicas (glucosa, acidos grasos) se analizaron con un ANOVA de dos vias mixto para
medidas independientes del factor grupo y medidas repetidas del factor tempo.

En el experimento 3, se utilizaron ANOVA’s de una via para muestras independientes para el
andlisis de los periodogramas, de la determinaciéon metabdlica (glucosa, dcidos grasos) y de la
u(prc‘:ién celular de las proteinas c-Fos y PER-1, para el factor tiempo. Ademis se utilizo un analisis
de regresion lineal y una prueba #-fes de student para evaluar la relacion entre el periodo endogeno de
actividad y la velocidad de sincronizacién a la dieta apetitosa.

A todos los andlisis estadisticos se les aplico una prueba post-hoc de Tukey de muluples

comparaciones con un alfa de p<0.05, Para todos los analisis se utilizé ¢l paquete estadistico para
Windows Statistica version 4.5 (StatSoft, 1993).
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6 EXPERIMENTO 1

6.1 Participacion del nicleo accumbens en la sincronizacién por alimento

Con la idea de poder determinar el papel del nicleo accumbens, como una estructura del
SNC relevante para la conducta de alimentacion, y de acuerdo a la primera propuesta de este trabajo
acerca de la importancia de las caractetisticas reforzantes del alimento durante la sincronizacion a
horarios restringidos de alimento, se plantearon las siguientes hipétesis y objetivos:

6.1.1 Hipétesis especificas

-La activacion celular de las dos regiones del nicleo accumbens es determinante durante la
sincronizacion por alimento. Ademas, por la diferencia funcional entre de cada subregion del nicleo
(core y shell) la respuesta de la regién core es durante la AA y en shell durante la ingestion de
alimento.

-La lesion especifica de cada region, core o shell, alterara diferencialmente la AA y la ingestion de
alimento, asi como la sinronizacién de acidos grasos libres durante un paradigma de sincronizacion a

horarios restringidos de alimento (HRA).

6.1.2 Objetivos especificos
-Livaluar la respuesta diferencial de las 2 regiones del nicleo accumbens (shell y core) en animales
sincronizados por alimento por medio de la expresion de la proteina c-Fos.

-Determunar el efecto de una lesion excitotoxica especifica en cada una de las regiones del nucleo
accumbens sobre la sincronizacion tanto conductual como metabolica (dcidos grasos) al alimento.

0.2 Disefio experimental

6.2.1 Expresion de Ia proteina c-Fos

Para evaluar la expresion de la proteina c-Fos durante la sincronizacion por alimento en
ambas regiones del nicleo accumbens (Acc-Shell y Ace-Core), los animales fueron expuestos a un
ciclo luz-oscuridad 12:12, en el que el encendido de la luz era a las 0700 am (hora del sincronizador 0
= zeitgeber tme Z7T-0) y el apagado de la luz a las 1900 pm (zeitgeber time Z°1-12). Se designaron
dos grupos de manera aleatoria:

Grupo ad lbitum (AL): con libre acceso al alimento como grupo control.

Grupo sincronizado a horarios restringidos de alimento (HRA): con acceso al alimento sélo
por 2 horas al dia a la mitad de la fase de luz, de Z'I-6 a ZT-8 (1300-1500h) por 3 semanas.

En el dltimo dia de la manipulacion experimental, todos los animales fueron sacrificados en
diferentes puntos temporales: ZT-4, ZT-5, ZT-6, ZT-8, ZT-12 y ZT-14 (n=5 por grupo y punto
temporal). Se determinaron estos puntos temporales debido a que el objetivo era evaluar la respuesta
celular duarnate la AN (ZT-4, 7715, y Z7T-6), durante la ingestion de alimento (ZT-8) y posterior a la
ingestion (Z1-12, Z7T-14).
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Para evaluar la persistencia del patrén de expresion de la proteina c-Fos sincronizado al
alimento, otro grupo de animales fue asignado a uno de dos grupos:

Grupo de persistencia (HRA-A): el cual fue sincronizado a HRA por 3 semanas,
posteriormente se mantuvo en condiciones ad fibitum por 5 dias y finalmente por 3 dias en
condiciones de ayuno.

Grupo control (AL-A): animales que estuvieron en condiciones ad libitum por 3 semanas,
seguido de un periodo de 3 dias en ayuno.

En ambos grupos, los animales se sacrificaron en el ultimo dia de ayuno en los mismos
puntos temporales que los animales de la fase de sincronizacion Z7T-4, ZT-5, Z7T-6, ZT-8, ZT-12 y
ZT-14 (n=5 por grupo y punto temporal).

6.2.2 Lesiones quimicas Acc-Shell o Acc-Core

Para el segundo objetivo otro grupo de ratas fue asignado aleatorimente a uno de 4 grupos:
con lesiones en Ace-Shell (Lesion-Sh; n=8), con lesiones en Acc-Core (Lesion-Co; n=8), con lesion
falsa en Acc-Shell (Shamn-Sh; n=8) y con lesion falsa en Acc-Core (Sham-Co; n=8). Los animales se
mantuvieron bajo un ciclo luz-oscuridad 12:12 (700 am encendido de la luz; Z7T-0) a lo largo de todo
el expenimento. Antes de iniciar las manipulaciones experimentales los animales permanecieron 10
dias en recuperacion a la lesion.

Para el analisis metabdlico, los animales fueron sincronizados durante 17 dias a HRA con
acceso al alimento solo por dos horas al dia a la mitad de la fase de luz (ZT-6 a ZT-8). En los dias 16
v 17 de sincronizacion se obtuvieron las muestras de sangre por cada animal en diferentes puntos
temporales: ZT-3, ZT-4, Z7T-5, ZT-6, ZT-8 y ZT-9. Estos puntos temporales fueron seleccionados
para evaluar un efecto de la lesion sobre el incremento anticiparorio de las concentraciones de AGL.

Al finalizar la toma de muestras para el analisis metabolico, las canulas fueron bloqueadas y se
nicio el registro conductual. Los cuatro grupos de animales tuvieron libre acceso al alimento por 15
dias, en el dia 16 fueron sincronizados a HRA por tres semanas con acceso al alimento de ZT-6 a
ZT-8. Al finalizar la sincronizacion, los animales se sometieron a un periodo de 3 dias en ayuno para
evaluar persistencia de la AA. Finalmente, se mantuvieron en condiciones ad fibitin por 15 dias.

6.3 Resultados
6.3.1 Expresion de c-Fos en el micleo accumbens de animales sincronizados a HRA

El nimero de células inmunoreactivas a c-Fos incrementd en ambas regiones del nicleo
accumbens (shell y core) de los animales sincronizados a HRA. En Acc-Shell las ratas sincronizadas
mostraron mayor nimeto de células activas (c-Fos) con respecto al grupo control (ad libitum) en ZT-
6 (durante la ingestion) y en ZT-12 (6 horas después de la ingestion), y aunque no hubo un efecto
significativo, también se observé un incremento en ZT-8 (Figuras 11A y 12). Por otro lado, en Acc-
Core se observé un incremento de c-Fos estadisticamente significativo en ZT-6. (Figuras 11B y 12).
Debido a que las ratas en el punto ZT-6 del grupo HRA permanecieron sin alimento hasta el
sacrificio, la expresion de c-Fos en este punto temporal esta relacionado con la AA.



Fl analisis estadistico indicé una clara diferencia entre el grupo AL y el grupo HRA en el
Acc-Shell (F(1,42)=25.78;p<0.001) y en el Acc-Core (F(1,41)=21.04;p<0.001). Para el factor tiempo,
no se encontrd un efecto significativo (Acc-Shell, F(541)=1.081;NS; Acc-Core, F(542)=2.06;NS).
Ademas, hubo un cfecto significativo en el analisis de la interaccion del factor tiempo y grupo en el
Acc-Shell (F(5,42)=4.76;p<0.001), pero no en Acc-Core (F(541)=1.52;NS).

En ambos grupos ayunados (HRA-A y AL-A) se observé una disminucion en el mimero de
células inmunoreactivas a c-Fos. No hubo una clara persistencia en el patron de c-Fos de los
animales sincronizados (Figuras 11C-11D). Sin embargo, el andlisis de varianza indicé una diferencia
significativa, durante el periodo de ayuno, entre los animales que fueron previamente sincronizados
con respecto a los control, tanto en Acc-Shell como en Acc-Core (Acc-Shell, F(1,40)=9.335;p<0.003;

Acc-Core, F(1,40)=9.781;p<0.003).
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Figura 11.  Namero de células
inmunoreactivas a c-Fos (medias * SEM)
en Acc-Shell (A) y Acc-Core (B) en
animales sincronizados a HRA  (barras
grises) y en condiciones Al (barras
blancas). C y D representan el nimero de
células inmunoreactivas a c-Fos en Acc-Sh
y Acc-Co respectvamente durante ¢l
periodo de ayuno en ratas previamente
sincronizadas a HRA (barras grises) y en
condiciones ad libitum (barras blancas).
Las barras negras horizontales representan
¢l momento de la llegada del alimento y las
barras rayadas la hora esperada  de
alimentacion durante el ayuno. *p<0.05
post-hoc sincronizacion vs ad libitun.

Figura 12. Microfotografias de la
expresion de c-Fos en el Acc-Shell y
en Acc-Core de ratas en condiciones
de alimentacion ad lbium (1zquierda)
y sincronizados a HRA (derecha) en
ZT6. LV, wventriculo lateral; aca,
comisura  anterior, Las  lincas
punteadas  representan el drea
cuantificada. La barra horizontal
representa una escala de 120pm.
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6.3.2 Efecto de la lesion de Acc-Shell vs Acc-Co en la sincronizacion
Histologia

En los animales con lesiones falsas, no se observaron sefiales de algun dafio ya sea pérdida
celular o gliosis. Los animales con lesiones en el Acc-Shell presentaron una lesion en las regiones
ventral y medial del micleo. En algunos animales se observé lesion en la region medial del séptum
probablemente debido al dano mecanico por la insercion de la jeringa. En los animales con lesiones
en Acc-Core se observé una marcada pérdida celular en toda el irea alrededor de la comisura
anterior (Figura 13).

Ace-Sh

Figura 13. (Izguierda) Imagenes tepresentativas
de animales con lesiones falsas en Acc-Shell (A)
y Acc-Core (C) y con lesiones quimicas (B, Acc-
Shell; D, Acc-Core). La flecha indica el area
lesionada. (derecha) Representacion esquemitica,
en cortes coronales, del sitio vy tamano de la
lesion. El drea sombreada representa una
minima lesion y el drea blanca representa el drea
maxima lesionada. (basado en el atlas de
Paxinos y Watson, 1998).

Peso corporal e ingestion de alimento

Tanto los animales con lesiones falsas y lesiones con NMDA en Acc-Shell mostraron un
mcremento del peso corporal a lo largo de todo el experimento. Sin embargo, los animales
lesionados mostraron mayor ganancia de peso que los animales control bajo condiciones ad lbitum
(F(1,15)=4.51;p<0.05; Tabla 2). Los animales con lesiones falsas en Acc-Core mostraron una ganancia
de peso similar a la de los grupos previos, sin embargo, los animales con lesiones NMDA en Acc-
Core ganaron peso en una menor proporcion (F(1,12)=11.70;p<0.005; Tabla 2).

El efecto de la lesion sobre la ingestion de alimento fue también diferente entre los grupos
con lesion en Ace-Shell vs Ace-Core. Mientras que para los animales lesionados en Acc-Shell la
ingestion aumentd con trespecto a su control (F(1,14)=9.60;p<0.0078), en los animales con lesiones en

Acc-Core se observd un critico decremento de la ingestion comparado con su control
(F(112)=122.11;p<0.0001; Tabla 2).
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Tabla 2. Peso corporal (antes de iniciar la sincronizacion) e ingestion de alimento (durante 24h antes de la

restriccion de alimento) en animales con lesiones falsas y lesiones con NMDA. Los valores se representan
como medias £ SEM. * diferencia entre los animales con lesiones NMDA y sus tespectivos controles.

Shell-sham (n=8)

Shell-lesion (n=9)

Core-sham (n=7)

Core-lesion (n=7)

Peso corporal (g)

280.12 £5.02

293.66 + 3.24*

281.28 £ 4.13

252.28 £ 4.42*

Ingestion de

23.68 = 0.86

27.00 £ 0.62*

24.85 + 1.03

12.00 + 0.53*

alimento (g)

Concentraciones de dcidos grasos libres (AGL)

El ritmo diurno de AGL fue sincronizado por el HRA. Los niveles séricos de AGL
incrementaron antes del acceso al alimento y decrementaron después de la alimentacion tanto en
animales con lesiones falsas y NMDA en Acc-Shell (Figura 14A). El analisis de varianza indicé una
diferencia significativa en el factor tempo (F(550)=47.15;p<0.0001), pero no en el factor grupos
(F(1,10)=1.24;NS). La misma dinimica temporal se observé en ratas con lesiones falsas y NMDA en
Acc-Core anticipando al alimento, aunque los niveles de AGL en los animales lesionados fueron
menores con respecto a los controles (F(1,10)=123.26;p<0.0001; Figura 14B).
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Figura 1. Perfil temporal (medias + SEM) 124
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Actividad de anticipacion al alimento

Durante los primeros 15 dias en condiciones ad /ibiturm, todos los grupos mostraron un claro
ritmo diurno de actividad locomotora. El anilisis estadistico no mostré diferencias significativas en
cuanto a la intensidad de la actividad entre los animales con lesiones falsas y con lesiones NMDA en
Ace-Shell (FF(1,17)=1.06;NS). Sin embargo, se observé una diferencia significativa en el factor tiempo,
indicando un claro ritmo circadiano sincronizado al ciclo luz-oscuridad (F(23,391)=23.40;p<0.0001)
(Figuras 15A,15C y 16A). En los animales con lesiones en Acc-Core y en sus controles también se
observé un ritmo diurno de la actividad locomotora (F(23368)=15.85;p<0.00001) y no hubo
diferencias significativas en la intensidad de la actividad entre grupos (F(1,16)=.0001;NS) (Figuras
15B,15D y 16D).

Durante la sincronizacién a HRA, los animales con lesiones en Ace-Shell y sus controles
mostraron una clara AA. Sin embargo, en el grupo lesionado, la AA inicié dos horas antes con
respecto a la AA del grupo control. En este grupo, el nivel general de actividad incremento durante la
fase nocturna asi como durante la AA de los animales lesionados. (Figuras 15C y 16B). El analisis
estadistico mostrd una diferencia significativa en la AA entre ambos grupos (F(1,16)=6.93;p<0.018).
Por otro lado, en los animales con lesiones en Acc-Core la AA fue casi nula, sélo se observo un
pequeno incremento de la actvidad después de la ingestion, pero no una clara AA como en los
controles (Figuras 158, 15D y 16E). Esta diferencia entre grupos en la intensidad de la AA fue
estadisticamente significativa (F(1,17)=5.70;p<0.02). La actividad locomotora nocturna de estos
animales no se alterd por la lesion.

Ad libitum

HRA

Ayuno

Dias de registro

- s - - s
6 12 18 '] 6 12 18 00 6 12 18 o L] 12 18 L]

Tiempo (ZT-h)

Figura 15. Actogramas representativos de la actividad general de ratas bajo un ciclo luz-oscuridad 12-12h.
Durante los primeros 15 dias los animales tuvieron acceso libre al alimento (ad /ibitum). Posteriormente fueron
sincronizados a HRA (barra gris vertical) durante 3 semanas, seguido por 3 dias en condiciones de ayuno
(barra blanca vertical). A-B, muestran cjemplos representativos de animales con lesiones falsas en Acc-Shell y
Acc-Core respectivamente. C-D representan la actividad de dos animales con lesiones NMDA en Acc-Shell y
Acc-Core respectivamente.
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Durante el periodo de ayuno, la persistencia del patron sincronizado de actividad se presentd
en todos los animales. Los animales con lesiones en Acc-Shell exhibieron una actividad locomotora
mucho mas intensa que sus controles (F(1,16)=12.52;p<0.002; Figura 16C). Entre el grupo con
lesiones en Acc-Core y sus controles no hubo una diferencia significativa de la actividad locomotora

durante ¢l periodo de ayuno (F(1,15)=.6804;NS; Figura 16F).
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Figura 16. Perfiles de actividad locomotora promedio (£ SEM) de ratas con lesiones falsas (simbolos negros)
y con lesiones NMDA (simbolos blancos) en Ace-Shell (izquierda) y Acc-Core (derecha) bajo condiciones ad
libitun de alimentacion (A-D), sincronizados a HRA (B-E) y durante 3 dias en condiciones de ayuno (C-F).
Las barras blancas y negras superiores indican el ciclo luz-oscuridad. Las barras grises horizontales en las
graficas de sincronizacion a HRA indican ¢l momento de la llegada del alimento, mientras que las barras
blancas horizontales en las graficas de ayuno indican el momento del alimento esperado. *p<0.05 post hoe
Tukey lesion vs control.



6.4 Discusion

6.4.1 Diferenciacién funcional del nticleo accumbens durante la sincronizacién por
alimento

De acuerdo con la hipotesis inicial de este trabajo, la respuesta que se observé con la
expresion de c-Fos indica que ambos territorios del nicleo accumbens (shell y core) estin
involucrados en la AA y la ingestion de alimento, y que ademas existe una diferencia entre estos
durante la sincronizacion, sugierendo que el nicleo accumbens, por su importancia en los procesos
de reforzamiento y motivacion, es determinante para la sincronizacion por alimento.

En Acc-Core hubo un incremento de la expresion de c-Fos iniciando en ZT-5, seguido por
un incremento significativo en ZT-6, lo que sugiere que esta region es relevante en la expresion de la
AA. En Acc-Shell la expresion de c-Fos incrementé durante la ingestion en ZT-6, y fue mayor en las
horas posteriores a la ingestion, indicando una mayor relacién de esta region con la conducta
consumatoria, y posiblemente con algunos aspectos metabdlicos posteriores a la ingestion. Estas
diferencias entre ambas regiones han sido reportadas en estudios de microdiilisis, en donde se
muestra que los niveles de dopamina extracelular incrementan en Acc-Core durante las conductas
que llevan a la obtencion del alimento, mientras que en Acc-Shell los niveles de dopamina
extracelular incrementan al momento de la ingestion propiamente (Bassaero y Di Chiara, 1999a).
Iistas observaciones y las del presente estudio, sefialan la relacion diferencial de ambas regiones
durante la ingestion de alimento, indicando un mayor papel del Acc-Core con la anticipacién, la
busqueda y obtencién de alimento y una mayor relacién del Ace-Shell posiblemente con la respuesta
reforzante del alimento posterior a la ingestion. Ademas, durante las condiciones de ayuno solamente
se observo una persistencia del patrén sincronizado de c-Fos en Acc-Core, indicando una relacion de
esta region con el oscilador sincronizado por alimento. Debido a la relacion del Ace-Core con el
sistema motor y por su importancia en la conducta de bisqueda de alimento (Bassaero y Di Chiara,
19992), estos resultados apoyan la hipotesis de que el Acc-Core puede ser una estructura relevante

para la expresion de la AA.

En la segunda parte de este experimento, las lesiones con NMDA de Ace-Shell y Ace-Core,
también mostraron efectos diferenciales. Bajo condiciones ad /fbitum, las ratas con lesiones en Acc-
Shell incrementaron la ingestion de alimento y el peso corporal en comparacion con sus controles.
Por otro lado, los animales con lesiones en Acc-Core mostraron una disminucion en el peso corporal
a lo largo de todo el estudio, asi como un critico decremento en la ingestion de alimento. Sin
embargo, la actividad locomotora no se vié alterada durante estos primeros 15 dias de linea base, por
lo cual asumimos que el decremento en la ingestion de alimento no fue debido a un deterioro en la
actividad locomotora.

Todos los animales mostraron sincronizacion de las concentraciones de AGL, aunque en los
animales con lesiones en Acc-Core el nivel basal de este metabolito decrementé significativamente.
Los bajos niveles de AGL pueden debetse al decremento en la ingestion de alimento y al decremento
en la ganancia de peso en estos animales.

Ast mismo, todos los animales mostraron AA, sin embargo, en las ratas con lesiones en Acc-

Shell, el inicio de la AA fue mds tempranamente y hubo un incremento significativo, mientras que en
los animales con lesiones en Acc-Corte se observé una AA disminuida y en algunos casos casi nula.
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Las diferencias de los efectos de las lesiones, en cada region del nicleo accumbens, pueden
deberse a las relaciones anatomicas especificas de cada una de estas regiones. Mientras que el Acc-
Core establece eferencias con el sistema motor, las eferencias del Acc-Shell son hacia regiones
limbicas como la amigdala y el LH. Un papel diferencial entre el Acc-Shell y el Acc-Core en la
ingestion de alimento ha sido evidenciado por experimentos en los que se induce un bloqueo de las
entradas excitatorias hacia el Acc-Shell lo que resulta en una estimulacion de la ingestion de alimento,
mientras que si el bloqueo es directamente hacia la region Core, se deteriora la respuesta conductual
hacia el alimento (Baldo y col. 2002; Hanlon y col. 2004).

La relacién anatomica entre el Acc-Shell y el LH, mediante una via gabaérgica, tiene un papel
relevante para el control de la alimentacion. (Stratford y Kelley, 1997, 1999). La administracion de un
agonista gabaétgico en Acc-Shell incrementa la ingestion de alimento y la expresion de c-Fos en LH
(Stratford y Kelley, 1999). Por lo tanto la lesion del Ace-Shell puede generar una desinhibicion del
LH debido a la ausencia de las proyecciones gabaérgicas de Acc-Shell, y asi un incremento de la
ingestion de alimento, de la AA y la persistencia de ésta durante el periodo de ayuno.

La reduccion en la amplitud e intensidad de la AA en animales con lesiones de Acc-Core,
sugicre que esta region tiene mayor relacion con las salidas del OSA en la expresion de la AA. El
Acc-Core es relacionado a un sistema diferente que el Acc-Shell, debido a que el Acc-Core esta
mayormente vinculado con el complejo caudado-putamen. Estudios previos han descrito que una
destruccion especifica de las terminales dopaminérgicas en el complejo caudado-putamen inhibe la
ingestion de alimento pero no la locomocién en ratas (Salamone y col. 1993). A nivel molecular,
ratones deficientes de la sintesis de dopamina se vuelven hipofagicos y mueren por inanicién a las 4
semanas de edad, lo que sugiere que la liberacion de dopamina hacia el estriado es indispensable para
la integracion de estimulos relevantes para la alimentacién (Szezypka y col. 2001).

El hecho de que la ingestuon de alimento decrementd significativamente en las ratas con
lesiones del Acc-Core sugiere que para estos animales el alimento no tiene potencia como
sincronizador. Estudios previos reportaron que el valor nutricional y la cantidad del alimento son
caracteristicas relevantes que le dan las propiedades de sincronizador (Mistlberger y Rusak, 1987).
Cuando se reduce la cantidad del alimento durante la sincronizacion no se observa AA. Por otro
lado, un estudio previo mostré un decremento de la AA por lesiones del nicleo parabraquial (NPB)
en el tallo cerebral (Davidson y col. 2000). La interpretacion de estos resultados sugerian que el NPB
es una via de relevo de las senales de sincronizacion generadas por el alimento en el sistema
digestivo, por lo que la lesion del NPB puede decrementar la intensidad de las senales generadas por
el alimento y por lo tanto decrementarse la AA. Interesantemente, el NPB tiene una via neuronal
indirecta hacia el Acc-Core y Acc-Shell (Heimer y col. 1991). Esta relacién anatémica y funcional
entre ¢l Ace-Core y el NPB pueden explicar porqué ambas lesiones producen un decremento similar
en la AA. Por todo esto sugerimos que en ratas con lesiones de Acc-Core la cantidad de alimento
ingerido durante la sincronizacién no fue suficiente para producir AA.

Es importante mencionar que a pesar del claro decremento de la AA en los animales con
lesiones en Acc-Core, no hubo un decremento de la actividad nocturna, la cual mostrd valores
similares al grupo control. Este efecto especifico sobre la AA confirma que el resultado de la lesion
no fue debido a un deterioro en general de la locomocién, y sugiere un papel cspcciﬁca del Acc-Core
como una region de salida para la expresion de la AA. La corteza prefruntal, incluyendo la corteza
cingulada anterior y la prelimbica, proyecta hacia el Acc-Core, pero no hacia el Acc-Shell (Heimer y
col. 1991). Recientes evidencias han descrito la expresion de genes reloj en una manera circadiana en
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la corteza prefrontal, y ademds que esta expresion puede sincronizarse al alimento (Wakamatsu y col.
2001). De acuerdo a estos resultados, y la propuesta de que la corteza prefrontal es un oscilador
circadiano, el Acc-Core puede ser parte de una via de salida hacia estructuras motoras principales
para la expresion de los ritmos conductuales sincronizados por alimento. Ademads, la corteza
prefrontal y el Acc-Core estan funcionalmente relacionados a través de una via glutamatérgica,
circuito que ha sido propuesto como determinante en la adquisiciéon de conductas instrumentales
(Kelley, 1999). Un repotte previo describid que la administracion intraperitoneal de un antagonista de
los receprores NMDA (MK-801) interfiere con la AA en ratas (Ono y col. 1996). Nuestros resultados
indican de la misma manera un deterioro en Ja AA en los animales con lesiones en Acc-Core, que de
acuerdo con el estudio citado previamente, sugiere que la expresion de la AA requiere de la
integridad de esta via corticoestriatal.

Esta posibilidad encuentra apoyo en un estudio en el cual se describi6 la expresion del factor
de trascripcion NPAS2 en una manera circadiana tanto en el estriado como en la corteza, y que en
ratones knock out del gene NPAS2, 1a AA es deficiente (Dudley y col. 2003). Interesantemente, el
nicleo accumbens es parte del estriado ventral, lo que sugiere a nivel fisiologico y molecular que las
manipulaciones de esta regién pueden ser criticas para la sincronizacion por alimento.

Previamente se reportd que largas lesiones del nicleo accumbens en ratas no eliminan la AA
(Mistlberger y Mumby, 1992). En este estudio, los autores reportaron un decremento de la actividad
general de los animales por lesiones “completas” del nicleo accumbens incluyendo otras estructuras
lesionadas como el septum, el pilido ventral, la banda diagonal de broca, el nicleo del lecho de la
estria terminalis, el complejo caudado-putamen y el PVT. La leve disminucion en la AA fue atribuida
al estado general de hipoactividad de los animales y la conclusion de los autores fue que el nicleo
accumbens no era relevante para la sincronizacion por alimento.

Nuestros resultados estin parcialmente en acuerdo con este estudio, ya que aqui mostramos
que la AA no es abolida por la lesion. Sin embargo, se observaron efectos diferenciales en el inicio y
la intensidad de la AA dependiendo del dano de cada region, lo cual indica que el nicleo accumbens
esta involucrado con la expresion de la AA, aunque éste puede no ser parte del mecanismo de
oscilacion del OSA.

Al momento no existe una clara evidencia de un sustrato anatémico como OSA. Este primer
expetimento aporta informacion acerca del papel diferencial de las dos regiones del nicleo
accumbens como dos componentes de un sistema distribuido: mientras que el Acc-Shell puede estar
involucrado con los aspectos consumatorios y motivacionales de la ingestion, como una entrada al

OSA, el Ace-Core puede estar nvolucrado con la expresion de la AA y ral vez como una salida del
OSA.
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7 EXPERIMENTO 2

7.1 Sincronizacién con un alimento apetitoso sin restriccion de alimento

En el segundo experimento, continuando con la hipétesis de la importancia de los aspectos
reforzantes del alimento en la sincronizacion, se determiné si un alimento apetitoso, sin una
privacion de alimento como en la sincronizacion a HRA, puede sincronizar la AA, las
concentraciones de glucosa y AGL, y ademas que posibles estructuras estan participando con este
paradigma de sincronizacion, y si estas estructuras o sus respuestas son diferentes a la de un
paradigma de sincronizacion a HRA. Para esto se plantearon las siguientes hipotesis y objetivos:

7.1.1 Hipotesis especificas

-La sincronizacion con un alimento altamente apetitoso es suficiente para generar AA en ratas sin
privacion de alimento regular.

-Por la ausencia de un estado catabdlico, en los animales sincronizados a un alimento apetitoso, las
concentraciones de glucosa asi como de dcidos grasos libres no muestran sincronizacion. Sin
embargo, por el alto contenido caldrico del alimento, ambos metabolitos muestran diferencia en
cuanto las concentraciones con respecto a las que se observan en animales sincronizados a HRA.

-La actividad celular de estructuras centrales de relevancia motivacional, como el micleo accumbens,
la corteza prefrontal y la amigdala se sincronizan a la hora de acceso al alimento apetitoso.

-La persistencia del patron de actividad celular (c-Fos) sincronizado, después de interrumpir la
sincronizacion, indica el papel de dicha estructura (ya se a las estrcuturas del sistema limbico o del
hipotalamo) como posible oscilador circadiano.

-Por la ausencia de un estado catabdlico, bajo la sincronizacion por un alimento apetitoso, los
nucleos del hipotalamo (lateral, ventromedial, dorsomedial, paraventricular) muestran patrones
temporales distintos a los observados en la sincronizacion a HRA.

7.1.2  Objetivos especificos

-Evaluar st la sincronizacion con un alimento apetitoso (chocolate) en animales sin privacién de
alimento puede generar AA.

-Bvaluar la sincronizacion de los niveles de glucosa y acidos grasos libres en plasma con un alimento
apetitoso v si esos difieren de las concentraciones de animales sincronizados a HRA.

-Determinar por medio de la expresion de la proteina c-Fos, si estructuras principalmente del sistema
limbico como el ntcleo accumbens, la amigdala y la corteza prefrontal se sincronizan al alimento
:!pvurt 150,

-Determinar si existe una persistencia del patron de actividad celular (c-Fos) después de interrumpir
la sincronizacion en alguna de las estructuras centrales evaluadas.

-Determinar la respuesta celular (c-Fos) de micleos del hipotilamo (ntcleo lateral, ventromedial,
dorsomedial y paraventricular) por la sincronizacion con un alimento apetitoso.
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7.2 Disefio experimental
7.21 Registro conductual

Grupos: se utilizaron 16 ratas, las cuales fueron divididas en dos grupos: uno sincronizado a
horarios restringidos de alimento (HRA; n=8) y el otro sincronizado a un alimento apetitoso sin
restriccion de alimento regular (SAA; n=8).

Todos los animales fueron puestos en cajas individuales de registro conductual. Los primeros
15 dias, como linea base, los animales estuvieron en un ciclo luz-oscuridad 12-12 (700 am encendido
de la luz; ZT0) y con libre acceso al alimento. Al final del dia 15, ambos grupos fueron expuestos
respectivamente a su condicion experimental: para el grupo HRA, el acceso al alimento solamente
fue de ZT-6 a ZT-8, mientras que en el grupo SAA, los animales recibieron a la mitad de su fase de
luz (ZT-6) 5 g de un alimento altamente apetitoso (barra de chocolate; 10% proteinas, 51%
carbohidratos, 34% grasa. Valor calérico total 550 kcal/100g), sin privacion de alimento regular
(Rodent laboratory chow 5001). La sincronizacién de ambos grupos fue por 3 semanas, y al finalizar
la intensidad de la AA fue evaluada.

Para evaluar la persistencia de la AA, el grupo sincronizado a HRA permanecié por 3 dias en
condiciones de ayuno, mientras que ¢l grupo SAA permanecio por 4 dias en condiciones ad libitum de
alimento regular. Después de la fase de evaluacion de la persistencia, todos los animales estuvieron
con libre acceso al alimento y permanecieron en registro conductual por 3 semanas mas.

7.2.2 Anilisis inmuhistoquimico y metabdélico

Otro grupo de animales fue asignado a un grupo sincronizado a HRA (n=15) vy otro SAA
(n=15) para el analisis celular y de las variables metabdlicas.

En el dlimo dia de sincronizacion, los amimales fueron sacrificados en tres puntos
temporales relacionados al acceso al alimento regular o apetitoso: antes de la AA (ZT-4), al momento
de acceso del alimento y durante la AA (ZT-6) y después de la hora del alimento (ZT-8; n=5
animales por grupo y punto temporal).

Para evaluar la persistencia de los patrones metabolicos y de expresion de c-Fos
sincronizados al alimento apetitoso, otro grupo de ratas fue sacrificado 4 dias después de la
mnterrupeion de la sincronizacion (P-SAA; n=12) en los mismos puntos temporales que el grupo
sincronizado (ZT-4, ZT-6 y ZT-8). Para este grupo, se utilizé como control un grupo de animales
mantenido bajo condiciones ad /ibitum (AL; n=12) sin una previa sincronizacion al alimento apetitoso
(n=4 por grupo y punto temporal).
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7.3 Resultados

7.3.1 Sincronizacién de la actividad locomotora a un alimento apetitoso

En los primeros 20 dias bajo condiciones ad /fbitum, todos los animales mostraron un claro
ritmo diurno de su actividad (Figuras 17 A, B y 18 A, D). Durante la sincronizacion a HRA (Figura
17 A) o a una dieta apetitosa (Figura 17 B), todos los animales presentaron AA (Figuras 18 B, E). [l
analisis estadistico confirmé un efecto significativo de ambos protocolos de sincronizacion en la
actividad locomotora (HRA, FF(47,329)=3.693;p<0.0001; Dieta apetitosa, F(47329)=15.56;p<0.001), y el
anilisis post-hoc indico que la AA fue significativamente mas intensa que la actividad diurna esperada.
La locomocion durante la AA fue mas intensa en los animales sincronizados a HRA que la de

animales sincronizados al alimento apetitoso.

Dias de registro

Tiempo (ZT-h)

Ad libitum

Ad hibitum

Figura 17. Actogramas representativos
de la actividad locomotora de ratas
sincronizadas a HRA (A) y a una dieta
apetitosa (B). En los actogramas cada
linea representa un dia de registro. Las
barras supetiores representan el ciclo
luz-oscuridad, La barra vertical en A
indica el ttempo de acceso al alimento
durante la sincronizacion a HRA (gris) v
los dias de ayuno (blanca). Los
triangulos  grises en B indican ¢l
comienzo y final de la sincronizacion al
alimento apetitoso. Note la persistencia
de la AA después de la interrupcion del
acceso a la dieta apetitosa por al menos
4 ciclos.

Durante los 3 dias de ayuno, la persistencia de la AA en los animales sincronizados a HRA
fue evidente (F(47,3209)=1.712;p<0.003; Figuras 17A, 18C). Para los animales sincronizados a una dieta
apetitosa la persistencia de la AA fue evidente en condiciones ad fbitum por al menos 4 ciclos (Figura

8F; F(47,320)=11.619;p<0.001).
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Figura 18. Perfiles de la actividad
promedio (+ SEM) de la locomocion
de ratas  sincronizadas a HRA
(circulos blancos) y a un alimento
apetitoso  (SAA; circulos  negros)
durante condiciones ad lbitum (A, D),
durante la sincronizacion (B, E) y
durante los 3 dias en ayuno (C) o 4
dias después de la interrupeion de la
SAA (P-SAA; F). La barra horizontal
negra indica el intervalo de acceso al
alimento y la linea vertical el tiempo
de acceso al alimento apetitoso (B, E)
La barra horizontal rayada y la linea
punteada indican el momento en que
se esperaba el alimento (C, F). * post-
hoc Tukey p<0.05.

7.3.2 Sincronizacién metabolica a un alimento apetitoso

En el grupo de animales sincronizados a HRA se observo una clara sincronizacion de las
variables metabolicas. La glucosa mostré un incremento después de la ingestion de alimento,
mientras que los AGL mostraron un incremento anticipando la llegada del alimento, como
previamente ha sido descrito (Escobar y col. 1998; Martinez-Merlos y col. 2004). Por otro lado, en
los animales SAA no se observo un patrén de sincronizacion ni de la glucosa ni de los AGL (Figura
19), sin embargo, se observo un incremento en las concentraciones de glucosa en los 3 puntos
temporales. EL ANOVA mostré una diferencia significativa entre el grupo sincronizado a HRA y el
SAA (F(1.27)=24.93;p<0.0001, glucosa; F(127)=9.814;p<0.0001, AGL), asi también para el factor
tiempo (F(227)=5.727;p<0.0001, glucosa; F(227)=3.35;p<0.05, AGL).

7 o uma glucosa

240 | O SAA

. Figura 19. Concentraciones plasmaticas de

200 x 2 glucosa y acidos grasos libres (AGL) durante la
160 sincronizacion a HRA (circulos  negros) o
[ —.

s <k SAA (circulos blancos). Las flechas indican ¢l

momento de acceso al alimento. *post-hoc

:’é LN Tukey p<0.05 entre grupos, ¢ post-hoc Tukey
80 25 - . AGL p<0.05 entre puntos temporales para el grupo
& % de animales sincronizados a HRA.

15

0
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7.3.3 Expresion de c-Fos durante la sincronizacion a HRA o a un alimento apetitoso
Hipotdlamo

En los ntcleos DMH, LH y PVN del hipotilamo, los animales sincronizados a HRA
mostraron un mayor incremento en la expresion de c-Fos en comparacion con los animales
sincronizados a una dieta apetitosa (Figura 20). El incremento se presentd en el micleo DMH y LH
en las 3 fases evaluadas, mientras que en los animales con un alimento apetitoso no se observo
ningin cambio temporal asociado a la hora del alimento. Para el grupo sincronizado por HRA en
PVN el incremento en c-Fos fue después de la alimentacion, en ZT-8, pero no para el grupo SAA

(Figura 20).

Por el contrario, en VMH no se observaron fluctuaciones en la expresion de c-Fos asociadas
al alimento en el grupo sincronizado por HRA, como ya se ha descrito previamente (Angeles-
Castellanos y col. 2004), mientras que en los animales sincronizados a la comida apetitosa se observo
un incremento de c-Fos anticipando la hora de llegada del alimento (Figura 20). Para los datos
observados en DMH y PVN, el analisis estadistico indicé diferencias significativas en los factores
grupos, tiempo y la interaccion de estos. Para el LH hubo una diferencia en el factor grupo, mientras
que para el VMH se observé una diferencia significativa en el factor tiempo y la interaccion de los
factores tiempo y grupo (Tabla 3).

Sincronizacion Ad libitum
1500 {DMH o DMH
1000 * . Figura 20. Las graficas del panel
500 . — izquierdo muestran ¢l numero de celulas
o 1: A o= inmunopositivas a c-Fos en el nucleo
il " ) dorsomedial  (DMH), lateral  (LH),
P R T - * I} paraventricular  (PVN) y ventromedial
E 400 ;/.—-/} s . (VMH) del hipotilamo  de animales
2t L\;”_* sincronizados a HRA (#) y a un alimento
E 200 1 apetitoso  (0). El panel de la derecha
= i o—0o—0 T muestra la  expresion de. .C_FUS en
g t _ t animales en ct)r:d_1cmncs ad .ﬂre‘m{m. (A.} v
g AN 4 R ad libitur posterior a la sincronizacion
O 1800 con un alimento apetitoso (). Las
£ 100 : = * flechas indican el tiempo de acceso al
E 400 ~—a alimento.* post-hoe Tukey p<0.05 entre
I;-‘: 0 D-‘"“?__-_O b“““;’—"""‘ grupos, ¢ post-hoe Tukey p<0.05 entre
7 o s puntos temporales  para ¢l grupo
1800 sincronizado a HRA en DMH Y PVN y
1200 para ¢l sincronizado a una dieta apettosa
en VMH.
600 & ! )
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Después de interrumpir la sincronizacion con la dieta apetitosa, se observé un decremento
del nimero de células inmunopositivas a c-Fos en estos animales en comparacién con animales
control bajo condiciones ad Fbitum (Figura 20). El ANOVA mostro diferencias significativas en el
factor grupo para el DMH, LH y PVN, y en el factor tiempo para el VMH (Tabla 3).

En el NSQ no se observo una sincronizacion de la expresion de c-Fos ni en los animales
sincronizados a HRA ni sincronizados por una dieta apetitosa, sin embargo, se observaron valores
altos en las tres fases temporales de este iltimo grupo. Una diferencia significativa entre grupos fue
observada. Al finalizar la sincronizacion de la dieta apetitosa, no se observaron cambios en este
grupo ni en su grupo control (ad ibium; Figura 21; Tabla 3).

Tabla 3. Valores de F y P obtenidos con un ANOVA de dos vias para medidas independientes para el
nimero de células inmunoreactivas a c-Fos en el hipotilamo entre los animales sincronizados a HRA vs SAA
y entre animales en condiciones ad Jbitum (AL) vs ad libitwm después de interrumpir la sincronizacion con
alimento apetitoso (P-SAA).

NUCLEO/CONDICION GRUPO TIEMPO GRUPO X TIEMPO
HRA vs SAA F(.27) P< F (227) P< F(2,27) P
DMH 240.11 0.0001 26.73 0.0001 29.74 0.0001
LH 150.57 0.0001 1.94 NS 1.64 NS
PVN 128.59 0.0001 21.22 0.0001 25.00 0.0001
VMH 1.02 NS 11.23 0.0002 11.76 0.0002
SCN 19.10 0.0002 3.10 NS 1.14 NS
AL vs P-SAA F{1,23) P< F(223) P< F(2,23) P<
DMIH 42.28 0.0001 182 NS 1.56 NS
LH 93.52 0.0001 1.266 NS 10 NS
PVN 65.43 0.0001 2398 NS 2.50 NS
VMH 1.04 NS 3.469 0.04 1.76 NS
SCN 407 0.04 7.452 0.003 94 NS
& 55 Sincronizacion Ad libitum Figura 21. (Panel izquierds) Numero
g de células expresando c-Fos en el
S A * NSQ de ratas sincronizadas a HRA
é 80 (%) y SAA (0). (Panel derecho)
T o expresion de la proteina c-Fos en
- 0 animales bajo condiciones ad Fbitum
- (¥) v ad libitum después de la
£ o } ' sincronizacion  a un  alimento
4 : : J apetitoso (V). Las flechas indican el
4 6 8 4 6 8 ;
momento de acceso al alimento.”
Tiempo (ZT-h) post-hoe Tukey p<0.05 entre grupos.
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Sistema limbico

En las estructuras del sistema limbico (Acc-Core, Ace-Shell, Amigdal y corteza prefrontal), el
numero de células inmunoreactivas a c-Fos fue mayor en el grupo de animales SAA que en el grupo
sincronizado a HRA. En el grupo SAA se observé una expresion maxima de c-Fos anticipando la
llegada del alimento en Z'T-4 y ZT-6 (Figuras 22-23).

Durante el periodo de persistencia, después de la interrupcion de la sincronizacion, se
observo un patron diferente de expresion de c-Fos entre el grupo SAA y el grupo sincronizado a
HRA (Figura 22). En todos los nicleos evaluados (Acc-Core, Acc-Shell, CeA y PFC) en ZT-4 se
observd un incremento significativo de la expresion de c-Fos en el grupo de animales SAA
anticipando la llegada subjetiva del alimento apetitoso. El ANOVA indico efectos significativos en el
factor grupo, tiempo y la interaccién de ambos factores (Tabla 4).
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Figura 22. Las grificas del panel 1zquierdo muestran ¢l nimero de células inmunopositivas a c-Fos en el
niicleo accumbens shell (Ace-Shell), core (Ace-Core), central de la amigdala (CeA) y corteza prefrontal (PEC)
de animales sincronizados a HRA (®) y SAA (0). El panel de la derecha muestra el grupo de animales ad
libiturs (M) v ad libitum con una sincronizacion previa a un alimento apetitoso (). Las flechas indican el
tempo de acceso al alimento o esperado (derecha).* post-hoc Tukey p<0.05 entre grupos, ¢ post-hoc Tukey
p<0.05 entre puntos temporales.
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Acc-Sh |

CeA

Figul'a 23.  Microfotografias
representativas de la expresion de
la proteina c-Fos en  Acc-Core,
Acc-Shell, CeA y PFC de
animales  sincronizados a un
alimento apetitoso  en los 3
puntos temporales evaluados. Las
lineas punteadas definen el drea
correspondiente. La barra
horizontal representa una escala
de 120 um. ac; comisura anterior,
LV: ventriculo lateral.

Tabla 4. Valores de I' y P obtenidos con un ANOVA de dos vias para medidas independientes para el
nimero de células inmunoreactivas a c-Fos en el sistema limbico entre los animales sincronizados a HRA vs
SAA y entre animales en condiciones ad fbitum (AL) vs ad libitum con una previa sincronizacién con alimento

apetitoso (P-SAA).

NUCLEO/CONDICION GRUPO TIEMPO GRUPO X TIEMPO

HRA vs SAA FF(1,27) P< F (227) P< F(z27) P<

Acc-Co 42.15 0.0001 4.09 0.03 3.03 NS
Ace-Sh 69.57 0.0001 284 NS 10.88 0.0004
CeA 72.87 0.0001 18.87 0.0001 19.27 0.0001

PFC 125.30 0.0001 4.14 0.02 7.34 0.002

AL vs P-SAA F(1,23) P< F(2.23) P< F(2,23) P<
Acc-Co 37.18 0.0001 14.42 0.001 13.04 0.0002
Ace-Sh 46.48 0.0001 16.93 0.0001 13.35 0.0002
CeA 79.59 0.0001 27.61 0.0001 2358 0.0001
PFC 381.52 0.0001 29.36 0.00010  27.02 0.0001
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7.4 Discusioén
7.41 Sincronizacion de la AA

En el segundo experimento, observamos que la SAA puede gencrar AA y que ademas ésta
pcmlstc en la ausencia del alimento apetitoso al menos por 4 ciclos, sugiriendo que estd implicado un
mecanismo de oscilacion circadiano. Las concentraciones de glucosa y AGL no se sincronizaron por
el alimento apetitoso como sucede por la sincronizacion a HRA. Ademas, durante la SAA,
estructuras del sistema limbico, pero no del hipotilamo, mostraron un evidente incremento en la
expresion de la proteina c-Fos anticipando el acceso al alimento. También se observé persistencia de
esta activacion celular después de la interrupcion de la sincronizacién, indicando que estas estructuras
limbicas estin involucradas con este proceso de sincronizacion.

Nuestros resultados, como en previos estudios (Mistlberger y Rusak, 1987, Abe y Rusak,
1992), muestran que un alimento apetitoso, sin restriccion de alimento regular, es capaz de producir
AA en ratas. Sin embargo, la intensidad de la AA es menor que la que se observa en animales
sincronizados a HRA. Esta diferencia sugiere que la intensidad de la AA en ratas sincronizadas a
HRA sc debe, ademas del estado motivacional, a las condiciones metabolicas criticas generadas por la
alternancia de largos intervalos de ayuno y cortos intervalos de alimentacién en los que se encuentran
los animales, que generan diversos cambios metabdlicos y fisiologicos y que, aunados a los
motivacionales, incrementan la intensidad de la AA (Escobar y col. 1998; Mendoza v col. 2003,
Martinez-Merlos y col. 2004).

A pesar de que se observo sincronizacion de la actividad locomotora, las concentraciones de
glucosa y AGL no mostraron sincronizacion al alimento apetitoso, lo que sugiere que un estado
catabolico por la privacion de alimento no es necesario para generar AA, y que las propiedades
reforzantes del alimento pueden ser suficientes como sefal sincronizadora en la expresion de la AA.
Listos resultados se apoyan de estudios previos en los cuales se demuestra que el valor nutricional y
reforzante del alimento son factores determinantes para la sincronizacion de la AA (Abe y Rusak,
1992). Sin embargo, en los estudios previos cuando la cantidad del alimento disminuia a solo 4
gramos, no todos los animales mostraban AA, lo que llevo a los autores a sugerir que tanto lo
apetitoso del alimento como el tamano del mismo son relevantes para la sincronizacion (Mistlberger
v Rusak, 1987). En nuestro estudio utilizamos 5 gramos de chocolate como alimento apetitoso y
observamos AA y persistencia en todos los animales evaluados. Esto indica que ademis del valor
calorico, el valor reforzante del alimento apetitoso es también determinante para la sincronizacion.

7.4.2 Sincronizacion de la glucosa y AGL

Por otro lado, debido a que la AA se sincronizé por al alimento apetitoso, como sucede por
los HRA, pero no se sincronizaron las variables metabélicas, sugerimos que los mecanismos que
subyacen la sincronizacion por HRA y la sincronizacién con una dieta apetitosa son diferentes, ya
que en ratas con HRA hay una sincronizacion conductual y metabdlica, pero en los animales SAA
solamente se presenta una sincronizacion conductual. Estos datos apoyan estudios previos que
muestran diferentes respuestas en parametros metabolicos y en la expresion de genes reloj en el
sistema  digestivo con respecto a las respuestas conductuales de animales sometidos a HRA,
sugiriendo que en la sincronizacién por alimento estan implicados dos procesos: un proceso central
(sincronizacion conductual) y un proceso periférico (sincronizacion metabdlica) (Davidson y col.
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2003; Martinez-Metlos y col. 2004). Para la sincronizacién con un alimento apetitoso posiblemente
se encuentra principalmente involucrado el mecanismo central.

7.4.3 Sincronizacion de la expresién de c-Fos en el hipotdlamo y el sistema limbico

En la segunda fase de este experimento, se observo la sincronizacion por el alimento
apetitoso de c-Fos en estructuras especificas. En un estudio previo de nuestro grupo, bajo
condiciones de ayuno en animales previamente sincronizados a HRA, nicleos del hipotilamo como
el DMH y el LH mostraron una clara persistencia de la expresiéon de c-Fos a la misma hora que
durante la sincronizacion, indicando que estos nicleos pueden ser parte del maquinaria del OSA.
Ademas, el incremento de c-Fos se presentd también en el PVN después de la alimentacion,
indicando que éste puede ser una via de entrada a nivel central hacia el OSA (Angeles-Castellanos y
col. 2004). En el presente estudio, encontramos resultados similares en el hipotilamo de animales
sincronizados a HRA, lo que apoya la idea de que por la relevancia del hipotilamo en la ingestion de
alimento, la inmunoreactividad de c-Fos en esta estructura es determinante para la sincronizacion
(Angeles-Castellanos y col. 2004).

Por otro lado, en este estudio la expresion de c-Fos en el hipotilamo no mostré cambios en
animales SAA y sin privacidon de alimento regular. Esto sugiere que bajo condiciones de HRA Ia
alternancia catabolismo/anabolismo involucra nicleos hipotalimicos determiantes en el balance
energético. Debido a que los animales SAA no se encontraban en un estado catabolico, el patron de
expresion de c-Fos no cambié en el hipotilamo como en los animales sincronizados a HRA.,

in el NSQ tampoco se mostré un cambio en la expresion de c-Fos asociado a la hora de
acceso al alimento tanto en animales sincronizados a HRA como en animales SAA. Estos resultados
son consistentes con resultados previos de nuestro grupo y de otros grupos que muestran que no hay
sincronizacion por alimento de la expresion de c-Fos ni de genes reloj en el NSQ de animales bajo
un ciclo luz-oscuridad (Damiola y col. 2000; Hara y col. 2001; Wakamatsu y col. 2001; Angeles-
Castellanos y col. 2004). Debido a que la competencia entre sincronizadores (ciclo luz-oscuridad vs.
restriceion de alimento) y la fuerza del ciclo luz-oscuridad como principal sincronizador del NSQ son
caracteristicas relevantes para la sincronizacion bajo este paradigma (Challet y col. 1998), los HRA o
la sincronizacion con un alimento apetitoso no generan un efecto sobre la expresion de c-Fos en el

NSQ.

Como pudimos observar en el primer experimento de este estudio, la expresion de ¢-Fos
muestra un incremento en ambas regiones del nacleo accumbens en los animales sincronizados a
HRA, ademais, un estudio previo mostrd que la maxima expresion de genes reloj en la corteza y ¢l
hipocampo esti en fase con la AA de ratones sincronizados a HRA (Wakamatsu y col. 2001),
sugiriendo que estas estructuras (por la relevancia reforzante del alimento) también pueden estar
implicadas en la sincronizacién a HRA.

Interesantemente la expresion de c-Fos fue mayor en estructuras del sistema limbico de los
animales SAA. Esta respuesta fue mayor que la de los animales sincronizados a HRA. La activacion
en el Ace-Shell, Acc-Core, CeA y PIC fue evidente antes y en el momento de acceso al alimento
apetitoso (Z1-4, ZT-6), indicando que estos nicleos subyacen la manifestacion de la AA.
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La activacion celular en el niicleo accumbens y la corteza puede ser asociada con los estados
positivos de reforzamiento generados por el alimento apetitoso, posiblemente debido a los cambios
en la liberacién de dopamina (Bassaero y Di Chiara, 1999b). Debido a que en la corteza la expresion
circadiana de genes reloj cambia por la sincronizacion a HRA, no podemos descartar el papel de un
mecanismo motivacional generado por la restriccion de alimento, sin embargo, debido a que la
expresion de c-Fos en la corteza de animales SAA fue mayor que la de los animales sincronizados a
HRA, sugerimos que ante un alimento apetitoso esta principalmente implicado un mecanismo de
reforzamiento o que subyace el aspecto hedonico del alimento. Por otro lado, si la corteza es un
oscilador circadiano (Wakamatsu y col. 2001), entonces éste puede ser sincronizado por dos
paradigmas diferentes de alimentacion, con HRA y con alimento apetitoso, en ambos esta implicado
un mecanismo motivacional.

En la CeA, se observé también un incremento de ¢-Fos por la sincronizacion al alimento
apetitoso, diferente al que se presenta por la sincronizacion a HRA. La CeA es una estructura
relevante para los procesos reforzantes y motivacionales generados por el alimento (Giraudo y col.
1998; Berridge, 2003). Asi mismo, la CeA es considerada como parte de las estructuras relacionadas
con los aspectos limbicos del sabor y por la relacién anatémica-funcional con el hipotilamo,
determinante para el control de la ingestion de alimento (Petrovich y col. 2002). En este estudio las
ratas SAA mostraron una elevada activacion de c-Fos en la CeA, lo cual sugiere que esta implicada
una respuesta generada por el sabor reforzante del chocolate. En otros estudios, se ha demostrado
que el alimento genera una activacion de c-Fos en la CeA, y que ademis la lesion de esta region
produce una disminucion en la preferencia por soluciones de sacarosa en ratas (Touzani y col. 1997,
Kim y col. 2001).

Observamos una persistencia, (al menos en ZT-4) de oscilaciones autosostenidas en la
expresion de c-Fos en ambas regiones del nicleo accumbens (shell y core), en la PFC v en la CeA en
el dia 4 después de suspender la sincronizacion con el alimento apetitoso, la cual se presentd en fase
con la persistencia conductual de los animales en la primera fase de este experimento, indicando una
posible relacion entre la persistencia de la AA y la activacion celular de estos nicleos.

Todos estos resultados sugieren que algunos nicleos del sistema limbico tienen la capacidad
de expresar oscilaciones circadianas y persistencia de estas oscilaciones por una sincronizacion con
un alimento apetitoso sin restriccion de alimento regular, v que la AA puede ser una de las salidas de
estos osciladores.

Con estos datos, sugerimos que el papel del sistema limbico es determinante para la
activacion conductual durante la SAA o inclusive a HRA. Debido a que previos trabajos sugieren la
existencia de diversas estructuras en el SNC que tienen caracteristicas funcionales de osciladores
circadianos (Masubuchi y col. 2000; Amir y col. 2004), los presentes resultados indican que las
estructuras del sistema limbico evaluadas en este estudio, como posibles osciladores circadianos,
pueden ser sincronizados por un alimento apetitoso. Ademads, otros estudios han reportado que el
significado motivacional de otro tipo de estimulos, como la estimulacién cerebral o la preferencia de
un lugar, son sincronizadores potentes que pueden producir AA en hamsters (Cain y col. 2004a,
2004b). Nuestros experimentos presentan nuevos datos que apoyan la hipotesis de que la conducta y
la actividad de ciertas estructuras del sistema limbico pueden ser sincronizadas con un alimento
apetitoso, sin restriccion de alimento regular, y que este mecanismo es diferente del mecanismo que
subyace la sincronizacion a HRA.
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Ya que no existe una evidencia clara de la localizacion anatémica de un OSA (Mistlberger
1994; Stephan, 2002), y debido a que en la sincronizacion a HRA y a un alimento apetitoso no esti
involucrada solo una estructura en el sistema nervioso central, sugerimos que en la sinctonizacion
por alimento se encuentra implicado un sistema multioscilatotio.

En conclusion, el presente estudio muestra que, contrario a los HRA, un alimento apetitoso
puede sincronizar la AA, pero no sincroniza algunos parimetros metabdlicos, y que esta
sincronizacion puede depender de estructuras especificas a nivel central, como el nicleo accumbens,
la amigdala y la corteza prefrontal.

8 EXPERIMENTO 3

8.1 Sincronizacion del NSQ) por un alimento apetitoso sin restriccion de alimento

En el tercer experimento, bajo el mismo paradigma de SAA, se determind si un alimento
apetitoso, a diferencia de la sincronizacién a HRA, en animales bajo condiciones de oscuridad
constante, puede sincronizar al NSQ. Para esto se plantearon las siguientes hipotesis y objetivos:

8.1.1 Hipotesis especificas

-Un alimento apetitoso es un sincronizador potente para el NSQ en ausencia de un ciclo luz-
oscuridad y sin privacion de alimento. Dicha sincronizacion se puede observar tanto en salidas
conductuales (actividad locomotora) y fisiologicas (glucosa) del reloj, como en la actividad celular del
nicleo (c-Fos, PER-1) como parte de la maquinaria enddgena del relo.

-Por la relevancia de estructuras talimicas, como el PVT y la HIL, en la sincronizacion no luminosa
del NSQ y por su relacion con estructuras del sistema limbico, la actividad de dichas estructuras
muestra un patron sincronizado a la hora de acceso al alimento apetitoso.

8.1.2 Objetivos especificos

-Determinar si un alimento apetitoso puede sincronizar el ritmo circadiano de actividad locomotora,
de glucosa vy dcidos grasos en plasma, asi como el ritmo de expresion de las proteinas c-Fos y PER-1
en el niicleo supraquiasmitico en animales bajo condiciones de oscuridad constante (sin competencia
entre sincronizadotes) v sin privacion de alimento.

-Evaluar si la actividad celular (c-Fos, PER-1) del nicleo paraventricular (PVT) y la hojuela
intergeniculada lateral (HIL) del tilamo se sincroniza a la hora de acceso al alimento apetitoso.

8.2 Disefio experimental
8.2.1 Sincronizaciéon conductual
Grupos: 24 ratas fueron asignadas aleatoriamente a uno de tres grupos; un grupo control, ¢l

cual fue sincronizado a HRA (n=8) por 3 semanas; otro sincronizado a un alimento apetitoso (SAA)
por 5 semanas (n=8), y un tercer grupo como control para evaluar un posible efecto de estrés o
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alertamiento en los animales, por la manipulacién de las cajas al momento de dar el alimento regular
o el apetitoso, en el que la man.ipulacit')n consistio solamente en mover la tapa de la caja simulando la
llegada del alimento (n=8), esta manipulacion fue por 5 semanas. La sincronizacion a HRA y SAA,
asi como la manipulacion conductual, se realizaron a las 1400 horas geograficas.

Todos los animales fueron expuestos 20 dias como linea base (previo a la sincronizacién) en
condiciones de oscuridad constante y bajo condiciones ad /Abitumn. Durante todo el experimento los
animales permanecieron en oscuridad constante con el fin de evitar una competencia de
sincronizadores, entre el ciclo-luz oscuridad y el alimento (Challet, y col. 1998).

Al finalizar la sincronizacién, todos los animales continuaron en registro conductual, en
condiciones de alimentacion ad libitum, sin ningin tipo de manipulacion y bajo condiciones de
oscuridad constante por 3 semanas mas.

8.2.2 Sincronizacion metabélica y de la expresion de c-Fos y PER-1

Para el analisis celular y metabalico, y por los resultados conductuales previamente obtenidos,
solamente se utilizo un grupo sincronizado al alimento apetitoso (SAA). Los animales permanecieron
en oscuridad constante por 20 dias como linea base antes de iniciar la sincronizacién. Posteriormente
los animales fueron sincronizados por 45 dias (al igual que los animales en el analisis conductual) a 5
g del alimento apetitoso (chocolate; 10% proteinas, 51% carbohidratos, 34% grasa. Valor calorico
total 550 keal /100g).

En el dlumo dia de la sincronizacion, los animales fueron sacrificados en uno de 6 puntos
temporales a lo largo de un ciclo de 24 horas (n=4 por punto temporal): ZT-0, ZT-4, ZT-8, ZT-12,
ZT-16 vy ZT-20. En este experimento debido a que los animales se encontraban en condiciones de
oscuridad constante, ZT-0 fue designado como el momento de la llegada del alimento apetitoso. Se
obtuvieron los cerebros para el andlisis celular de c¢-Fos y PER-1, y las muestras de sangre para
determinar las concentraciones de acidos grasos libres y glucosa.

8.3 Resultados

8.3.1 Sincronizacion de la actividad locomotora en oscuridad constante a un alimento
apetitoso vs un horario restringido de alimento

Los animales sincromzados a HRA mostraron un incremento de la acuvidad locomotora
previo al aceeso del alimento (AA). Ademas, fue evidente un claro patron de actividad locomotora en
libre corrimiento independientemente de si la sincronizacién por alimento coincidia con la fase de
actividad o de reposo del animal, indicando que la actividad locomotora dependiente del NSQ no se
sincronizé a los HRA. Esto coincide con resultados previos que han reportado que los HRA no
sincronizan la actividad locomotora dependiente del NSQ (Mistlberger, 1994; Figura 24).

Por otro lado, en el grupo control, la simulacién de sincronizacion por la manipulacion de la
tapa de la caja de registro tampoco mostrd sincronizacion de la actividad locomotora, indicando que
un posible efecto de estrés, o por la actvacion conductual del animal, no fue suficiente para
sincronizar la conducta de los animales (Figura 25).
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Figura 24. Actogramas representativos de
la conducta de ingestion de agua de dos
animales control sincronizados a HRA. La
barra vertical gris, indica el tiempo y los dias
de sincronizacion, En el actograma superior,
la sincronizacién coincidio con la fase de
reposo del animal, mientras que en el
actograma  imnferior la  sincronizacion
coincidic con la fase de actividad. Para
ambos actogramas, existe una clara
actividad de anticipacion al alimento, Sin
embargo, ademas de la AA, es evidente el
componente de actividad en  libre
corrimiento, indicando que no  existid
sincronizacion del NSQ por los HRA.

Figura 25. Actogramas representativos
de la acuvidad locomotora de dos
animales control en los que se simula
una sincronizaclon con una simple
manipulacion de la tapa de la caja de
registro. La hora y el nimero de dias de
dicha manipulacion es indicado por la
linea vertical negra. La presencia de los
ritmos de actividad locomotora en libre
corrimiento indican que la conducta no
se modificd por la manipulacion, La
barra  superior negra indica las
condiciones de oscuridad constante en
que se encontraban los animales.
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Las ratas del grupo SAA mostraron muy pobre expresion de actividad de anticipacion, pero
en contraste mostraron una clara sincronizacion del componente de actividad en oscilacion
espontanea, ajustando el final de su fase de actividad con la llegada del alimento (Figura 26).

Dependiendo del periodo enddgeno en libre corrimiento de cada rata, la sincronizacion se
establecié en un corto plazo (periodos largos) o tardé mas dias (periodos cortos), por lo cual se
observd una correlacion entre el periodo endégeno v la velocidad de sincronizacion al alimento
apetitoso (1=4.73, p<0.003; Figura 27). Una vez establecida dicha sincronizacion, el componente de
actividad, dependiente del NSQ, se mantuvo con un periodo de 24 h (Figura 29). Después de
finalizar la sincronizacién, se observd una persistencia de fase y petiodo por mas de 20 dias,
sugiriendo que el alimento apetitoso es un sincronizador potente para el NSQ (Figura 26).

Dias de registro

Tiempo del dia (h)

Figura 26. Actogramas representativos de la actividad locomotora de cuatro animales sincronizados a un
alimento apetitoso. La hora y el nimero de dias de sincronizacion del alimento apetitoso (SAA) es indicado
por la linea vertical negra. En el panel de la izquierda se observan 2 animales que tardaron mas dias para
establecer una relacion de fase entre la actividad locomotora y la hora de llegada del alimento, mientras que en
el panel derecho se muestran 2 animales que necesitaron menor numero de dias para sincronizarse.
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¥y © Figura 27. Correlacion del periodo
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Se determiné el periodograma por un meétodo de %2 de las tres fases experimentales del
registro conductual: antes de la sincronizacion, durante la sincronizacion y después de la
sincronizacion. Los resultados indicaron que previo a la sincronizacion, los animales mostraban un
periodo endégeno de 24.17 £ 0.03, durante la sincronizacion el periodo fue 24.01 £ 0.01, y al
finalizar la sincronizacion de 23.97 = 0.01 (Figura 28). El analists estadistico indico una diferencia
significativa entre la fase ad libitum previa a la sincronizacion y la fase de sincronizacion y ad lbitum
posterior a la sincronizacién (F(2,19)=16.127; p<0.0001).
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*
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8.3.2 Sincronizacion metabdlica

En el analisis de la sincronizacion metabolica, se observo que las concentraciones de glucosa
reflejaron un patron diurno correspondiente al patrén de actividad-reposo observado, con un primer
incremento antes del inicio de la noche subjetiva. Otro incremento se observd como respuesta a la
ingestion de chocolate al inicio del dia subjetivo (ZT-0) (Figura 29). El ANOVA mostrd diferencias
significativas entre los puntos temporales (F(5,17)=9.069;p<0.0002).
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Por otro lado, las concentraciones de AGL mostraron un incremento maximo en ZT-4, 4
horas después de que los animales habian ingerido el alimento apetitoso (Figura 29), el cual fue
estadisticamente significativo (F(5,15)=4.204;p<0.013). Sin embargo, las concentraciones de AGL se
observaron después de la ingesta, y no anticipando la llegada del alimento como sucede en los
animales sincronizados a HRA (Escobar y col. 1998), posiblemente debido a la ingestion del alimento
apetitoso (con altos niveles de grasa).

320 -
Glucosa

280
240 Figura 29. Concentraciones de glucosa
(grafica superior) y AGL (grifica inferior)
200 a lo largo de un cclo de 24h de los
animales sincronizados a un alimento
160 apetitoso (medias * SEM). La flecha
= 120 indica la llegada del alimento (ZT-0), y el
o irea rayada representa el periodo de
E 24 actividad de los animales, el cual fue
determinado por los registro de actividad
20 obtenidos de cada animal en los

actogramas). *post-hoc Tukey p<0.05.
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8.3.3 Expresion de c-Fos y PER-1en el NSQ

La expresion de c-Fos en el NSQ de las ratas sincronizadas al alimento apetitoso, mostt6 en
ZT-0 un punto de mayor expresion de la  proteina estadisticamente  significativo
(F(5,18)=4.672:p<0.006), anticipando el momento en que los animales recibian el alimento (Figura
30),

Por otro lado, en la expresion de la proteina PER-1 se observo un claro ritmo circadiano, en
donde el mayor numero de células expresando la proteina fue en ZT-8 y ZT-12, al inicio de la
actividad del animal (F(5,18)=17.511;p<0.00001), mientras que en ZT-0, hora en que los animales
recibian el alimento apetitoso, se observaron niveles bajos de la expresion de PER-1 (Figura 30).

La expresion mixima de la proteina PER-1 en animales sincronizados a un ciclo luz-
oscuridad 12:12 es entre ZT-10 y ZT-12 al mnicio de la fase de actividad y ésta decae al final de
actividad (Reppert y Weaver, 2001; Hastings y col. 2003). El patrén temporal observado en el grupo
sincronizado con alimento apetitoso coincide con esta dinimica previamente reportada.
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Figura 30. Numero de células (Superior) y microfotografias (Inferior) representativas de la expresion de la
proteina c-Fos v PER-1 en el NSQ de animales sincronizados al alimento apetitoso. En la grifica, la flecha
indica la hora de llegada del alimento (ZT-0= hora de acceso al alimento apetitoso). La barra horizontal en las
fotografias representa una escala de 120pm. El drea rayada en la grafica representa el periodo de actividad de
los animales. 3V, tercer ventriculo; QO, quiasma optico. *post-hoc Tukey p<0.05.

8.3.4 Expresion de c-Fos y PER-1en el PVT y HIL

El andhsis de la expresion de c-Fos y PER-1 en el PVT y la HIL, como posibles estructuras
involucradas con la via anatomica por la cual el alimento apetitoso tuviera acceso al NSQ, mostro
que en PVT la expresion maxima de c-Fos y PER-1 fue en ZT-(0, justo en el momento previo a que
el animal recibiera el alimento apetitoso (Figura 31). El analisis estadistico mostré diferencias
significativas entre los diferentes puntos temporales (c-Fos, F(5.18)=3.492;p<0.022; PER-1,
F(5.18)=4.758;p<0.006).

En la HIL se mostré un incremento en ZT-16, el patrén de c-Fos observado indica que la
actividad de este nicleo no comncide con el patrén temporal de la sincronizacion por el alimento
apetitoso el cual pudiera deberse al periodo de actividad en el que se encontraba el animal, sin
embargo, al momento de la llegada del alimento y desde 4 horas antes (ZT-20) se observé una
disminucion del mimero de células positivas a c-Fos (Figura 32). A pesar del claro incremento en el
numero de células expresando c-Fos en Z7T-20, el ANOVA no mostrd diferencias significativas entre
los puntos temporales evaluados (F(516)=2.583;NS). Debido a que los cortes procesados con el
anticuerpo PER-1 no mostraron inmureactividad en la HIL, solo se realizd el conteo para c-Fos.
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Figura 31. Numero de células (Superrorj y microfotografias (Inferior) representativas de la expresion de la
proteina c-Fos y PER-1 en el PVT de animales sincronizados a la dieta apetitosa. En la grifica, la flecha indica
la hora de llegada del alimento (ZT-0). Las lineas punteadas delimitan el area anterior del nicleo PVT (PVTa).
Ver detalles figura 30. # *post-hoc Tukey p<0.05 Fos y PER-1 respectivamente.
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8.4 DISCUSION

8.4.1 Un alimento apetitoso sincroniza al NSQ

En el tercer y dltimo experimento se pudo observar que un alimento apetitoso, sin privacion
de alimento, puede sincronizar la actividad celular del NSQ (c-Fos y PER-1) asi como dos de sus
principales salidas, la actividad locomotora y las concentraciones de glucosa. Ademas de que la
potencia del alimento apetitoso se mostro al finalizar la sincronizacién con un control de periodo y
fase de la actividad locomotora. Por otro lado, por los resultados celulares de la actividad de c-Fos
principalmente en el PVT, una de las principales aferencias hacia el NSQ, dicha estructura puede ser
la via por la cual el alimento apetitoso tenga acceso como sincronizador hacia el NSQ.

Bajo condiciones de oscuridad constante, el ritmo de actividad locomotora, en oscilacion
espontanea, se sincronizo a la ingesta diaria de un alimento apetitoso, dicha sincronizacion se
establecio cuando la hora de acceso al alimento coincidié con el final de actividad de los animales,
indicando una relacién de fase entre el sincronizador (alimento apetitoso) y una fase especifica (final
de la actividad) del ciclo circadiano de actividad locomotora.

8.4.2 Sincronizacion conductual

Nuestros resultados son apoyados por un trabajo previo en el que la actividad locomotora en
hamsters se sincronizo con la combinacién de un alimento apetitoso y restriccion de alimento (Abe y
Rusak, 1992). La sincronizacion de la actividad locomotora tanto del trabajo previo como en este
estudio se observd en animales bajo condiciones de oscuridad constante, lo que sugiere que el
eliminar la competencia entre sincronizadores, que se puede dar si los animales se encuentran
sincronizados a un ciclo luz-oscuridad y a horarios de alimentacion, es determinante para que el
alimento pueda ejercer una potencia como sincronizador (Challet y col. 1998).

Listo se ha demostrado en otros estudios en los que animales sincronizados a un ciclo luz
oscuridad y bajo condiciones de restriccion de alimento, la actividad locomotora no se sincroniza al
alimento, solamente se observa una alteracion en el angulo de fase de la actividad locomotora con el
ciclo luz-oscuridad y un alteracion en la expresion de genes reloj, asi como su respuesta tanto
conductual como molecular a un puIS{: de luz (Challet y col. 1998, 2003; Mendoza y col. datos no
publicados).

Estos resultados apoyan otro tipo de estudios de sincronizacion no luminosa, en los cuales se
ha observado la sincronizacion de la actividad locomotora cuando se establece una relacion de fase
entre la administracion diaria de melatonina y el acceso a 3 horas a una rueda de actividad con el final
de actividad en roedores diurnos y en primates (Hut y col. 1999; Glass y col. 2001; Slotten y col.
2002).

Otro estudio previo mostrd que ratones sincronizados a 6 horas de libre acceso al alimento y
bajo condiciones de oscuridad constante muestran sincronizacion del ritmo de actvidad locomotora
v de la expresion de la proteina PER-2 (Castillo y col. 2004). En este estudio, como otros (Challet y
col. 1998), se sugicte que en ausencia de un ciclo luz-oscuridad, los HRA o la sincronizacion a una
dieta hipoealorica son potenetes sincronizadores para el NSQ.
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Debido a que el periodo enddgeno () del ritmo de actividad locomotora se ajusto al periodo
del sincronizador (T; chocolate), y por el establecimiento de una relacion de fase entte estos (estado
estable), podemos afirmar que hubo una sincronizacién del ritmo de actividad locomotora. Por otro
lado, la velocidad de sincromizacion mostré ser dependiente del T del ritmo de actividad locomotora.
Los animales que mostraban un ritmo cercano a 24 h tardaron mis dias en establecer una relacion de
fase con el sincronizador (aproximadamente 25 dias), mientras que los animales que mostraban un t
mayor de 24 h establecian una relacion de fase en menos dias (5 dias aproximadamente). Esto se ha
demostrado en otros trabajos, y de hecho ha sido establecido como un criterio para establecer la
sincronizacion. La velocidad angular de un oscilador (dado por T) determina el nimero de ciclos
necesarios (ciclos transitorios) para establecer una relacion de fase estable entre el ritmo endégeno y
el sincronizador (Aschoff, 1984; Pittendrigh, 1984; Daan y Aschoff, 2001; Roenneberg y col. 2003).

8.4.3 Sincronizacion metabolica

El pico maximo de las concentraciones de glucosa se observo exactamente a la hora en que
los animales tenian acceso al alimento apetitoso (ZT-0), al igual que en la conducta, al final del
periodo de actividad de los animales. Estos datos indican una clara respuesta de la glucosa al
alimento apetitoso, mostrando un pico ajustado a la hora de acceso al alimento. Sin embatgo, ¥
debido a que las muestras de plasma obtenidas en ZT-0 fueron de animales que no habian recibido
aun el alimento, el incremento de las concentraciones de glucosa en este punto temporal podria
explicarse por una activacion autonoma (simpatica), controlada pot el NSQ para la homeostasis de la
glucosa, que promueva la produccion hepatica de glucosa por glucancogéncsis (Buijs y Kalsbeek,
2001).

Durante la sincronizacion a HRA existe un incremento de las concentraciones de
corticosterona anticipando la llegada del alimento (Krieger, 1974; Diaz-Mufioz y col. 2000; Martinez-
Merlos y col. 2004). La corticosterona promueve la produccion de glucosa en el higado por
gluconeogénesis; aunque en este estudio no se evaluaron las concentraciones de costicosterona, ¢l
incremento de la actividad de los animales por la llegada del alimento apetitoso, sugiere un
incremento también en las concentraciones de corticosterona, el cual promueve el aumenté de las
cocentraciones de glucosa que se observo en Z7T-0, antes de la llegada del alimento apetitoso.

Por otro lado, a pesar de que en ZT-4 (4 horas después de haber ingerido el alimento
apetitoso) se observé una disminucion de las concentraciones plasmaticas de glucosa, los valores
obtenidos en este punto v en ZT-8 mostraron ser significativamente mas altos que los valores en ZT-
-16 vy Z7T-20, como resultado de la ingestion del alimento apetitoso con altos contenidos en
carbohidratos (chocolate; 51% carbohidratos).

Debido a que la actividad locomotora de los animales se sincronizo al alimento apetitoso
indicando un efecto directo del alimento sobre el NSQ), y de acuerdo a todos los estudios que han
demostrado la existencia de un ritmo circadiano de las concentraciones de glucosa dependiente del
NSQ, era logico pensar que el ritmo de glucosa, en estos animales, también se sincronizaria a la dieta
apetitosa. Los datos de este estudio mostraron otro pico de glucosa en la transicion del dia subjetivo
a la fase de actividad. Estos datos son congruentes con una sincronizacion del NSQ.

Estudios previos han mostrado que las concentraciones plasmaticas de glucosa tienen un
ritmo circadiano con un pico maximo al inicio del periodo de actividad, independiente del ritmo de
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ingestion de alimento y dependiente del NSQ. Ademas, bajo condiciones de ayuno o en animales
bajo regimenes temporales de alimentacion, el ritmo circadiano de glucosa persiste, y éste se pierde
en animales con lesiones del NSQ (La Fleur y col. 1999). Este pico de glucosa al inicio del periodo de
actividad tanto en ratas como un humanos, se ve acompafado por el pico miximo de las
concentraciones de corticosterona y cortisol respectivamente, sugiriendo que el ritmo de glucosa
posiblemente est¢ mediado por el ritmo de corticosterona.

Las concentraciones de AGL han mostrado sincronizarse a HRA, mostrando un pico
maximo de expresion anticipando la llegada del alimento (Escobar y col. 1998; Diaz-Mufioz y col.
2000; Martinez-Merlos y col. 2004), mientras que en animales en condiciones de alimentacion ad
libitum, no se observa un patrén ritmico de las concentraciones de AGL, lo cual sugiere que el ritmo
inducido por los HRA es debido a la condicién metabélica (estado catabdlico) en que se encuentran
los animales (Escobar y col. 1998). Sin embargo, y a pesar de que los animales sincronizados al
alimento apetitoso no se encontraban en un estado catabélico, se observo una respuesta asociada a la
sincronizacion por la dieta, que al contrario de lo que se observa en animales sincronizados a HRA,
el pico miximo de las concentraciones de AGL se observé 4 horas después de la ingestion del
alimento apetitoso, lo cual puede relacionarse al alto contenido de grasas del alimento apetitoso
utihzado en este estudio (chocolate 34% grasa).

8.4.4 Sincronizacion de los patrones de actividad de c-Fos y PER-1

Ademas de que pudimos observar que dos de las principales salidas del NSQ (locomocion,
glucosa) se sincronizaban al alimento apetitoso, la actividad celular del NSQ, por la expresion de c-
Fos y PER-I, también mostrd sincronizacion en los animales por el alimento. El pico maximo de
expresion de c-Fos se observé en ZT-0, justo en el momento en que los animales recibian el
alimento apetitoso, mientras que el ritmo de expresion de la proteina PER-1 mostré un pico maximo
entre ZT-8 v ZT-12, al finalizar la fase de reposo, y la expresion minima de la proteina se observé en
710 (al momento de la llegada del alimento apetitoso).

El ritmo de expresion de PER-1 en el presente estudio es similar al que se observa en
animales sincronizados a un ciclo luz oscuridad (Reppert y Weaver, 2001; Hastings y col. 2003), en
donde el pico maximo de expresion se observa al inicio del periodo de actividad de los animales y
este decae al finalizar dicho periodo. Con esto podemos afirmar que el ritmo de PER-1 en el NSQ de
las ratas SAA mostré una dindmica esperada para el patrén de actividad reposo impuesto por el
chocolate. Por otro lado, un estudio previo mostrd sincronizacion del patron de actividad de la
proteina PER-2 en ratones sincronizados a restriccion de alimento con una mayor expresion en Z7T-
12 y una menor expresion en Z1-0 (Castillo y col. 2004), similar al patton temporal de PER-1 en los
animales sincronizados al alimento apetitoso en el presente estudio.

Los mecanismos de accion de la sincronizacion por alimento del NSQ, no son del todo
claros. Diversos estudios han mostrado que ¢l alimento solamente es un sincronizador potente para
los osciladores periféricos pero no para el NSQ (Schibler y col. 2003). Sin embargo, cuando los
paradigmas de sincronizacion por alimento ticnen ciertas caractetisticas especificas ya sea en cuanto a
la cantidad o calidad del alimento, una sincronizacién o alteracion del NSQ puede presentarse.
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En animales sincronizados con una dieta hipocalorica, a diferencia de una sincronizacion a
HRA, se observa una sincronizacion de los ritmos circadianos de la actividad locomotora y de
tempetatura corporal (Challet y col. 1996a).

Estudios previos han demostrado que la trascripcion de genes reloj en el NSQ), depende del
estado oxido-reduccion celular (REDOX) y que ademis tambien es determinante para la
sincronizacion de clertas enzimas hepiticas a HRA (Diaz-Mufioz y col. 2000; Rutter y col. 2001).
Por tal motivo, una sincronizacion con una dieta hipocalorica altera el estado REDOX vy sincroniza

la actividad celular del NSQ.

Sin embatgo, un estudio previo y en el presente trabajé se mostré que ratones sincronizados
a 6 horas de libte acceso al alimento (sin una dieta hipocaldrica) y ratas sincronizadas a un alimento
apetitoso bajo condiciones de oscuridad constante muestran sincronizacion del ritmo de actividad
locomotora y de la expresion de la proteina PER-2 y PER-1 respectivamente (Castillo y col. 2004).

En estos estudios, como otros (Challet y col. 1998), nuevamente se sugiere que en ausencia
de un ciclo luz-oscuridad, los HRA o la sincronizacién a una dieta hipocalérica son sincronizadores
potenetes para el NSQ. Pero ¢como es el mecanismo de sincronizacion por alimento y mas
especifico por un alimento apetitoso?

La estimulacién luminosa del NSQ induce la expresion de genes de expresion inmediata
como ¢-Fos (Rusak y col. 1990), y de genes reloj como per/ (Albrecht y col. 1997), lo cual promueve
el ajuste de fase del reloj ya sea adelantando o retrasando su fase de acuerdo a la hora en la que se
haya aplicado el estimulo. En consecuencia, la sincronizacion no luminosa, ya sea con la induccion
de acuvidad locomotora o por la administracion de algunos firmacos, induce largos avances de fase
en el ritmo de actividad locomotora (Mrososvsky, 1995, 1996). Sin embargo, no induce la expresion
de c-Fos, y en algunos casos inhibe la inmureactividad de esta proteina (Mead y col. 1992; Biello ¥
col. 1994; Mikkelsen y col. 1998; Antle y Mistlberger, 2000). Asi mismo, la induccion de actividad
tiene un cfecto inhibitorio de la expresion de perl y per?, (Maywood y col. 1999; Hortkawa y col.
2000; Maywood y Mrosovsky, 2001). sugiriendo que la disminucion en la expresion de c-Fos y peres
el mecanismo molecular por el cual las manipulaciones conductuales producen cambios de fase

(Maywood y col. 1999).

En el presente estudio, la sincronizacion a un alimento apetitoso, como un estimulo no
luminoso, mostré un efecto opuesto a lo que normalmente se observa con otro tipo de estimulos no
luminosos, es decir un aumento en la expresion de c-Fos en el NSQ al momento de la llegada del
alimento (Z7T-0) y la sincronizacion de PER-1. Debido a que la induccién de actividad locomotora,
que promueve cambios de fase, se asocia a una inhibicion de la ::xprmuén de c-Fos v de genes relo)
como perl (Mead y col. 1992; Maywood y col. 1999; Ante y Mistlberger, 2000), el aumento de
actividad en los animales sincronizados anticipando el alimento apetitoso no puede ser lo que haya
causado el incremento en la expresion de c-Fos y la sincronizacion de la proteina PER-1 en el NSQ.
Por ello, la sincronizacion por alimento puede estar mediada por otra via que involucra mecanismos
distintos a los no luminosos.

El NSQ recibe inervacion de diversas estructuras tanto corticales como subcorticales, sin

embargo, algunas de las principales aferencias, ademas de la retina, provienen de nucleos como el
PVT, la HIL y los nucleos del Rafe (Moore y Leak, 2001), las cuales han sido involucradas con la
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sincronizacion no luminosa y la modulaciéon de la sincronizacion luminosa (Mrososvsky, 1991;
Mistlberger y col. 2003; Edelstein y col. 2003).

La HIL recibe una densa proyeccion bilateral de la retina de las mismas células ganglionares
que inervan al NSQ a través del tracto retinohipotalimico (Pickard, 1985). El tracto
geniculohipotalimico, se considera una proyeccion visual secundaria hacia el NSQ. La induccién de
c-Fos en la HIL se da por pulsos prolongados de luz, y en animales sincronizados a un ciclo luz-
oscuridad existe un patrén ritmico de c-Fos con un pico de mayor expresion en la fase de luz
(Edclstein y Amir, 1996; Challet y col. 1997b).

La induccion de actividad locomotora, como estimulo no luminoso, genera la expresion de c-
Fos en células que sintetizan NPY en la HIL (Janik y col. 1995; Mrosovsky y col. 1996). Ademis, Ia
estimulacion eléctrica de la HIL, o quimica con NPY, como principal neurotransmisor de la HIL
hacia el NSQ, induce cambios de fase similares a los que se presentan por estimulos no luminosos
exclusivamente (Rusak y col. 1989; Yanielli y Harrington, 2001).

Por otro lado, en animales con lesiones de la HIL se observa una atenuacion y en algunos
casos una ausencia de los cambios de fase de la actividad locomotora y temperatura corporal por la
sincronizacion a una dieta hipocalérica (Challet y col. 1996b), lo cual indica un papel importante de la
HIL en la sincronizacion por alimento.

La mayor expresion de c-Fos en la HIL de ratas sincronizadas al alimento apetitoso (presente
estudio) se observo en Z7T-16, a la mitad de la fase de actividad, v la menor actividad se observé en
ZT-0, al momento del acceso al alimento apetitoso, lo cual coincidié con la menor (ZT-16) y la
mayor (7 T-0) expresion de c-Fos en el NSQ respectivamente, lo que sugiere que la activacion de esta
region talimica esta involucrada principalmente en la actividad locomotora de los animales pero no
en la via por la cual el alimento apetitoso pueda sincronizar al NSQ. Esto coincide con estudios
previos de sincronizacion no luminosa, en donde el incremento de la actividad celular de la HIL,
genera una inhibicion de la actuvidad celular del NSQ y por consecuencia una sincronizacion del
mismo (Mrosovsky, 1995, 1996), sugiriendo nuevamante que debido a la disminucion de la actividad
en la HIL y el aumento de ¢-Fos en el NSQ al momento de acceso al alimento apetitoso, ésta no es la
via por la cual el NSQ se sincronizoé al alimento apetitoso.

Sin embargo, de acuerdo a que se ha demostrado un ritmo en la expresion de c-Fos en la HIL
que se presenta en la fase de luz de animales sincronizados a un ciclo luz-oscuridad (Challet y col.
1997h), y debido a que ¢l pico de expresion maxima de c-Fos en el presente estudio se observo a la
mitad del periodo de acuvidad, sugiere que la HIL respondid a la sincronizacion por el alimento
apeltoso.

El PVT es otra de las principales eferencias hacia el NSQ, y por el papel que tiene en la
sincronizacion o la modulacion de la misma, éste ha sido propuesto como una via de entrada o
sincronizacion al NSQ (Moga v col. 1995). La relacién anatémica y funcional del PVT y el NSQ, ha
sido rambién propuesta como una via para la sincronizacion no luminosa (Moga y col. 1995;
Mrosovsky, 1996; Amir y Steward, 1996;).

La estimulacion luminosa induce la expresion de c-Fos en el PVT principalmente al inicio de

la fase de oscuridad en ratas (Challet y col. 1997b). Ademas, la estimulacion eléctrica o quimica del
PVT produce cambios de fase a nivel conductual similares a los que se presentan por pulsos de luz,
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Igualmente el PVT utiliza glutamato como principal neurotransmisor inervando al NSQ (Moga y
Moore, 1996). Esto sugiere que el papel del PVT tanto en la sincronizacién no luminosa como en la
luminosa es por una via glutamatérgica, la cual activa las células del NSQ.

Estudios previos han mostrado un patron circadiano en la expresion de c-Fos en el PVT
asociado a la fase de actividad tanto de animales diurnos como nocturnos, sugiriendo la importancia
de este nicleo en el mantenimiento de la vigilia (Novak y Nafez, 1998; Novak y col. 2000). Dicha
funcién ha propuesto que el PVT recibe afetencias de sistemas relacionados con la vigilia como el
noradrenérgico y serotoninérgico provenientes del locus coeruleus y de los nicleos dorsal y medial

del Rafe respectivamente (Jones y Yang, 1985; Vertes y Martin, 1988).

El inctemento en el estado motivacional de los animales sincronizados al alimento apetitoso,
indica que los animales se encontraban en un estado de vigilia alto, el cual puede ser generado por la
activacion de los micleos que regulan el ciclo sueno-vigilia, y de su inervacion a otros como el caso
del PVT, en el que la expresion de c-Fos y de PER-1 incrementd por la alimento apetitoso. A pesar
de que existe un claro ritmo circadiano de la expresion de c-Fos en ¢l PVT (Novak y Nanez, 1998),
asi como la expresion de PER-1 (presente estudio), al momento no es claro si éste puede ser un
oscilador circadiano, y si sus oscilaciones dependen del NSQ. Sin embargo, debido a que los patrones
circadianos de c-Fos y PER-1 en el PVT mostraron su pico maximo de expresion justo al momento
en el que los animales recibieron ¢l alimento apetitoso, sugerimos que el PVT, como un posible
oscilador circadiano, se sincronizo al alimento apetitoso.

Por otro lado, el PVT tiene projecciones reciprocas con estructuras de caracter limbico como
el nicleo cama de la estria terminalis, el septum, la amigdala, la corteza infralimbica, el estriado, el
hipocampo y VTA del mesencéfalo (Su y Bentiboglio, 1990; Moga y col. 1995;). Todos estos nucleos
tienen una televancia en el control del alertamiento, la activacion conductual y los procesos de
reforzamiento, lo cual sugiere que el valor reforzante del alimento apetitoso es un factor clave en la
activacion de tales nucleos y del PVT. Ademas, la activacion neuronal del PVT se ha asociado con
conductas consumatorias (Robinson y Mishkin, 1968) y con un incremento de la utilizacion de
dopamina en el nicleo accumbens (estriado ventral) ante un estimulo reforzante (Jones y col. 1989).

El PVT también recibe proyecciones de nicleos del tallo cerebral como el NTS y el NPB
(Saper v Loewy, 1980; Herbert v col. 1990). Estas estructuras son relevantes en los procesos
gustativos del alimento. La alta estimulacion gustativa promovida por el alimento apetitoso
(chocolate) sugiere que la activacion del NTS, en su porcion rostral y el NPB, el cual inerva hacia el
PVT, puede ser otra via por la cual el alimento apetitoso, por su alto valor gustativo (Saper y Loewy,
1980; Herbert v col. 1990), sincronice la actividad del PVT y por consecuencia la del NSQ.

Otra posibilidad de sincronizacion del NSQ al alimento apetitoso, podria ser que diversas
estructuras a nivel central que han mostrado ser osciladores circadianos como el nicleo lecho de la
estria terminalis (Amir y col. 2004), el bulbo olfatorio (Granados-Fuentes y col. 2004), la PFC y el
hipocampo (Wakamatsu y col. 2001), el caudado-putamen y la corteza parietal (Masubicht y col.
2001) se sincronicen al alimento apenitoso v esto promueva un acoplamiento entre estos, y con el

NSQ.

Por otro lado, a pesar de un evidente estado motivacional alto en los animales por el alimento
apetitoso, no podemos descartar el cambio a nivel metabodlico que experimentan los animales al ser
expuestos a la ingestion de un alimento apetitoso con altos contenidos en carbohidratos y grasas, por
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lo que otra posibilidad es que la sincronizacion del NSQ pueda deberse también a dicho
cambio metabolico (diferente al que se presenta por la restriccion de alimento). Las altas
concentraciones de glucosa (presentes por la ingestion del chocolate), pueden ser sensadas en el
sistema nervioso central, posiblemente a través del niicleo arqueado del hipotalamo (ARQ), dicho
nicleo es considerado como un érgano circunventricular y presenta una gran cantidad de receptores
a hormonas como la insulina y la leptina, asi como neuronas sensitivas a glucosa (Elmquist y col.
1999; Seeley y Woods, 2003), por lo que cambios en las concentraciones de glucosa, insulina y la
leptina, que suceden durante la ingestion de alimento, ya sea regular o con altos contenidos en
carbohidratos, son sefiales a las que el micleo ARQ responde y por las aferencias, directa o indirecta
(a través del nicleo dorsomedial) que tiene hacia el NSQ (Moga y Moore, 1997; Leak y col. 1999;
Moore y Leak, 2001), sugiere que ésta podria ser otra via por la que el NSQ se sincronice al alimento
apetitoso.

Estos resultados demuestran que un alimento apetitoso sincroniza ritmos conductuales
(actividad locomotora) y metabolicos (glucosa), y también el ritmo de actividad celular (c-Fos, PER-
1) del NSQ, indicando que las propiedades reforzantes del alimento, que promueven un cambio en el
estado motivacional de los animales, es un factor clave del alimento para ser un sincronizador
potente para el NSQ.
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9 DISCUSION GENERAL

La hipétesis acerca de la existencia de un OSA proponia que dicho oscilador podria residir en
una estructura especifica dentro del SNC y que no se trataba del reloj circadiano principal, el NSQ
(Mistlberger, 1994; Stephan, 2001). Se ha propuesto que un posible OSA esté compuesto de la
interaccion entre el SNC y la periferia (Escobar y col. 1998, Diaz-Mufioz y col. 2000; Davidson y col.
2003; Martinez-Merlos y col. 2004; Angeles-Castellanos y col. 2004). Con la identificacion de la
expresion de genes reloj, tanto en estructuras centrales como en tejidos periféricos, y la
sincronizacion por alimento de estas estructuras (Yamazaki y col. 2000; Wakamatsu, 2001; Hara y
col. 2001; Masubuchi y col. 2002; Balsalobre, 2002; Schibler y col. 2003), esta propuesta se ha
fortalecido.

Los resultados obtenidos en los tres experimentos del presente trabajo apoyan la hipotesis de
que la sincronizacidon por alimento depende de diversas estructuras, a nivel central, relevantes en
procesos metabolicos, motivacionales, homeostiticos, circadianos y cognitivos. Se evidencid, la
importancia de los aspectos reforzantes del alimento y de los estados motivacionales que éste genera
para la sincronizacion. Ademds, demostraron que en este proceso participan estructuras limbicas
como el nicleo accumbens, la amigdala y la corteza, y que en condiciones especificas el NSQ,
indicando que el aspecto motivacional y reforzante es una caracteristica principal del alimenta como
sincronizador atin para el NSQ.

Estudios previos de nuestro laboratorio y de otros grupos han demostrado que los HRA
sincronizan la actividad celular de estructuras centrales como el estriado (Masubuchi y col. 2002), ¢l
hipocampo y la PFC (Wakamatsu, 2001), el LH y DMH (Angeles-Castellanos y col. 2004), pero no el
NSQ cuando los animales son expuestos a un ciclo luz-oscuridad (Hara y col. 2001; Damiola y col.
2000; Balsalobre y col. 2000). Estos resultados han propuesto que los aspectos metabdlicos,
generados por la restriccion de alimento, son determinantes para la sincronizacion. Sin embargo, a
diferencia de estos experimentos, los presentes resultados demostraron que son determunantes los
aspectos reforzantes del alimento y las estructuras a nivel central (accumbens, amigdala, corteza) que
subyacen a estos durante la sincronizacion por alimento también.

En un estudio previo se descartaba el aspecto reforzante del alimento como parte clave para
la sincronizacion, ya que se mostraba que lesiones del sistema limbico (incluido el accumbens y la
amigdala) no eliminaban la AA (Mumby y Mistlberger, 1992). Sin embargo, ¢l mismo grupo
demostré previamente que la sincronizacion con una dieta apetitosa genera AA en ratas por el
aspecto reforzante de la dieta (Mistlberger y Rusak, 1987), lo cual contradice sus datos. En el
presente estudio, se observd que la lesion especifica de una estructura del sistema limbico (ndcleo
accumbens) no eliminaba la AA, pero si disminuia considerablemente la expresion de ésta, y que la
sincronizacion con una dieta apetitosa genera AA y sincroniza la actividad celular de estructuras
limbicas (accumbens, amigdala, corteza), demostrando que el aspecto motivacional del alimento
apetitoso si es determinante para la sincronizacion.

Durante muchos afios se¢ ha mantenido la idea de que en la sincronizacion por alimento no
estin implicitos procesos de aprendizaje. Los datos de la presente tesis comprueban que durante este
proceso hay involucrados mecanismos de reforzamiento por la activacidn de estructuras limbicas.
Aungue el proceso no cubre los requisitos estrictos del condicionamiento, es evidente que involucra
procesos de reforzamiento.
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Debido a que la sincronizacién con un alimento apetitoso no mostr6 sincronizacion de
nicleos hipotilamicos, como se observa por sincronizacion a HRA, al menos dos procesos estin
involucrados en la sincronizacion por alimento, uno metabélico y otro motivacional. Mientras que en
la sincronizacion a HRA, ambos procesos estin implicados, con la alternancia de estados
prolongados de ayuno y breves de alimentacion, en la sincronizacién con un alimento apetitoso, sin
restriccidon de alimento regular, los procesos motivacionales estin mayormente involucrados,
mostrando una disociacion de dos mecanismos diferentes durante la sincronizacion por alimento. Sin
embargo, en la sincronizacion con un alimento apetitoso la influencia de un cambio metabélico (altas
concentraciones de glucosa por el alimento) es inevitable, aunque el cambio que enfrentan los
animales no es el mismo que cuando se sincronizan a un horario de restriccion de alimento.

La sincronizacion por alimento del NSQ también se ha observado con un paradigma en el
que se utiliza una dieta hipocalorica (en la cual los ammales reciben solamente el 66% de alimento
que ingeren en 24 horas; Challet y col. 2003). La similitud entre estos resultados y los encontrados
en el presente estudio, muestran la presencia de un estado motivacional alto en los animales, ya sea
por la privacion prolongada de alimento o por la exposicién a un alimento altamente apetitoso.

Elstos datos abren una perspectiva diferente a los estudios que hasta ahora habian asociado al
alimento con la sincronizacion del NSQ, ya que hasta el momento se habia propuesto que este efecto
se lograba Gnicamente con dietas hipocaléricas y por lo tanto con un estado catabdlico. El presente
estudio muestra que el fendmeno esta mediado por un elevado estado motivacional. De ello se abren
nuevas perspectivas. Por un lado, la de explorar la relacion entre el sistema limbico y el NSQ. Por
otro lado, el explorar el papel que jucga el estado motivacional en el proceso de sincronizacién por
alimento.

El ciclo luz-oscuridad es el sincronizador mds importante para ¢l NSQ, sin embargo, en la
ausencia de un ciclo luz-oscuridad, el NSQ puede responder a otro tipo de sincronizadores como la
restriccion con una dieta hipocaldrica (Challet y col. 2003) o a un alimento apetitoso (presente
estudio). Esto sugiere que a pesar de que el alimento es un sincronizador para el NSQ cuando
adquiere propiedades especificas, éste nunca va atener la fuerza para sincronizar al NSQ si un ciclo
luz-oscuridad estd presente.

En resumen los diferentes resultados obtenidos en el presente trabajo contfirman la hipotesis
de que en un sistema circadiano sincronizado por alimento, son diversas las estructuras a nivel
central que responden a dicha sincronizacién. Por otro lado, se demuestra la importancia del valor
reforzante que tiene el alimento como sincronizador, por la ingestion de un alimento apetitoso, y de
la relevancia de estructuras a nivel central de caricter limbico durante la sincronizacion. Ademils,
dicha sincronizacién no se limita a estructuras limbicas, sino que el NSQ también se sincroniza al
alimento apetitoso, indicando que, en ausencia de su principal sincronizador el ciclo luz-oscuridad, ¢l
NSQ es sensible a las caracteristicas reforzantes del alimento y a los estados motivacionales que éste
genera.
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10 CONCLUSIONES

- El nicleo accumbens es una estructura importante en la sincronizacion por alimento
participando principalmente en la AA. La lesion especifica de la region core del nicleo
interfiere con la AA, indicando su relacion con la expresion conductual del OSA.

- La sincronizacion con un alimento apetitoso, sin restriccion de alimento, es suficiente para
generar AA, pero no la sincronizacién de glucosa ni acidos grasos libres, indicando que este
paradigma de sincronizacion difiere del de sincronizacion a HRA.

- la ersiste al menos por 4 ciclos después de interrumpir la sincronizacion, indicando la
La AA te al 4 ciclos d de int I ficando |
presencia de un mecanismo de oscilacidn circadiano.

- La respuesta celular de estructuras exclusivamente del sistema limbico, pero no del
hipotilamo, a la sincronizacién por el alimento apetitoso, a diferencia de la respuesta
hipotalimica por una sincronizacion a HRA, apoya la dea de la presencia de mecanismos
diferentes a nivel central durante la sincronizacion dependiendo de los estados de
alimentacion en que se encuentren los animales.

- Un alimento apetitoso es un sincronizador potente para el NSQ, a nivel conductual (actividad
locomotora), fisiolégico (glucosa) y celular (c-Fos y PER-1).

- Para establecer una sincronizacion por el alimento apetitoso es determinante la ausencia del
ciclo luz-oscuridad, como principal sincronizador del NSQ, evitando la competencia entre
sincronizadores.

- La sincronizacion del NSQ por un alimento apetitoso no requiere de estados catabdlicos en
los animales por una restriccion caldrica, indicando que para la sincronizacién el aspecto
motivacional del alimento y un aspecto metabdlico diferente al que se presenta por la
restriccion de alimento son claves para establecer la sincronizacion.

- El PVT, como una de las principales proyecciones al NSQ, puede ser una de las vias de
sincronizacion por alimento apetitoso al NSQ.
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Abstract

Restricted feeding schedules (RFS) entrain behavioral and physiological chythms even in suprachi ic nucleus ablated animals, suggest-
ing the existence of a food-entrained oscillator The nucleus accumbens is an imp structure for the expression of motivational behaviors
and because its anatomical subterritories, Shell (Ace-Sh) and Core (Ace-Co) establish connections with different functional systems, they
may participate in a differential way in food-entrainment. A first experiment, explored the role of Ace-Sh and Ace-Co in food-entrainment
using the immunohistochemical detection of the protein ¢-Fos as a transcriptional activation marker. Expeniment 2 tested the differential
effect of Ace-Sh and Ace-Co, NMDA ic lesions. 1 | rats were entraimed to RFS and locomator activity and free fatty acids
(FFA ) concentrations were evaluated. Results data show that in the Acc-Sh there 15 an increase of ¢-Fos ivity in food ined
rats principally during feeding, whereas ¢-Fos expression in the Acc-Co region was increased during feeding and also anticipating meal-
time. FFA were entrained in both lesioned groups, but the basal level was Jower in Core-lesion rats. All rats exhibited food anticipatory
activity (FAA), However, FAA was increased in Shell-lesioned animals and was almost abolished in the Core-lesion rats, These data indi-

cate that the accumbens nueleus is involved with behavioral and

Fialis famd

hoth subregions.
© 2004 Elsevier BV, All nghts reserved.
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and that there is a differential role between
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1. Introduction

Circadian rhythms in behavior and physiology are un-
der the control of internal biological clocks. The suprachi-
asmatic nucleus (SCN) of the hypothalamus in mammals is
the master circadian clock which is entrained principally by
the light—dark cycle [18]. In the SCN, a set of clock genes
and their protein products are driven by interlocking positive
and negative feedback loops in a circadian way to generate
oscillations [ 28]. Likewise, several peripheral tissues exhibit
circadian oscillations of clock genes [2,3,6,13,37]. Ablations
of the SCN render an animal arrhythmie |25,31), and also

* Corresponding author. Tel.: +52 55 5623 2422; fax: +52 55 5623 2425,
E-mail address: cescoban@ifisiol.unnm,mx (€. Escobar),

0166-4328/8 - see front matter © 2004 Elsevier BV, All nights reserved.
doi: 10.1016/).bbr.2004.08.010

chminate the oscillations of clock genes in peripheral oscil-
lators, indicating that peripheral oscillators depend on the
integrity of the SCN [3.29]. However, this is controversial
because recently it was reported that clock gene oscillations
in peripheral tissues persist up to 20 cycles in animals with
SCN lesions, suggesting that SCN is not necessary for the
peripheral tissues oscillations [38].

When animals are exposed to restricted feeding schedules
(RFS), allowing them to feed for a few hours every day, they
develop food anticipatory activity (FAA) starting 2-3 h previ-
ous to mealtime. FAA can be observed in locomotor activity,
wheel running, drinking behavior and food cup approaches
[24.32]. In addition, physiological and metabolic functions
are entrained by food availability [10,12,19]. SCN lesions
do not prevent entrainment of behavioral, physiclogical and
molecular parameters by daily RFS, suggesting the existence
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of a food-entrainable oscillator (FEQ) [8,15,23,32]. Diverse
studies have tried to identify the anatomical and functional
substrate of FEO by producing lesions in several nuclei in
the central nervous system (CNS) [22,23,32], however, these
lesions do not prevent FAA. Only lesions of the parabraquial
nucleus (PBN) attenuated FAA, probably because it is a relay
structure that mediates the entraining signal from the periph-
ery to the CNS [9]. Expression of mPerl and mPer2 in the
cercbral cortex and hippocampus, and ¢-Fos in the hypotha-
lamus are in phase with FAA, suggesting the possibility that
these regions are involved in the behavioral manifestation
of FEO [4,36]. For the study of the anatomical substrate of
FEOQ, main attention has been focused in neural structures
involved with energy balance and regulation of hunger and
satiation. Although in FAA there is an evident increase of the
maotivational state, the mechanisms for increased motivation
in the expression of food-entrained circadian rhythms have
been poorly studied. There is evidence that restricted feeding
providing a palatable dict entrains locomotor activity in ham-
sters, suggesting that the hedonic value of food is important
for entrainment [1,21].

In the brain, the nucleus accumbens has been considered
an interface between limbic and motor systems and is rel-
evant for motivated behaviors and reward-related processes
|24]. The nucleus accumbens is imnervated by dopaminergic
neurons from the ventral tegmental area (VTA) and ablation
of dopaminergic neurons results in complex sensoriomotor
alterations and hypophagia, which has been attributed to a
lack of reward associated with food ingestion [30,35]. Ac-
cording to its anatomical projections, the nucleus accumbens
is subdivided in two regions, the accumbens Shell (Acc-Sh)
which represents the ventromedial part and the accumbens
Core (Acc-Co) which represents the dorsolateral areu [16].
Evidence of pharmacological, anatomical and physiological
studies suggests that the Ace-Sh and Ace-Co regions are dif-
ferentially involved in specific behavioral states, ke feeding
behavior and motor activity |5.20]. The Acc-Co projects to
the dorso-lateral ventral pallidum, which in turn projects to
the motor system through the substantia nigra and subthala-
mic nucleus, and is linked to the extrapiramidal motor sys-
tem. The pattern of its efferent connections closely resembles
those of the caudate-putamen [16]. In contrast, the Acc-Sh
15 suggested to be more limbic in nature, because its efferent
projections are closely connected to limbic output structures
such as the VTA, amygdala and lateral hypothalamus (LH)
| 16]. This later relation between the Acc-Sh and LH is rele-
vant for the control of feeding behavior [33,34].

In view of the anatomical and functional relations, both
Acc-Sh and Ace-Co regions may be involved in the process
of food-entrainment but may participate differentially in the
expression of FAA, The aim of this study was first to deter-
mine whether the nucleus accumbens is involved with food-
entramment, and second to determine if there is a differen-
tial role in the regulation of food-circadian rhythms between
both Acc-Sh and Ace-Co regions. We examined the role of
the nucleus accumbens subterritories in food-entrained cir-

cadian rhythms with ¢-Fos immunoreactivity (c-Fos-IR) as a
marker of transcriptional activity. In a second experiment we
evaluated behavioral and metabolic entrainment in rats with
specific excitotoxic lesions of either one of the accumbens
subregions.

2. Materials and methods
2.1. Animals and housing

Male Wistar rats weighing 230-250 g at the beginning of
the experiment were housed in groups of five individuals in
transparent acrylic cages (40cm x 50cm x 20cm). Rats
were maintained in a 12:12h light-dark cycle (lights on at
0700 designated as zeitgeber time ZT0) and constant temper-
ature (22 4 | °C) with free access to food (Rodent Laboratory
Chow 5001, IL, USA) and water unless otherwise stated. Ex-
periments were approved by the national guide of care and
use of animal experimentation of Mexican laws (Decreto de
Ley de Proteccion a los Animales del Distrito Federal, Gaceta
Oficial del DE, 26/02/02).

2.2, Experiment |

2.2.1. Experimental design

To evaluate the c-Fos-IR during food-entrainment in both
Acc-5h and Ace-Co subregions, animals were assigned ran-
domly to an ad libitum feeding condition (AL) as a control
group, or to a restricted feeding schedule (RF) for 3 weeks
with food access only for 2 h daily at the middle of the light
phase from ZT6-ZT8 (1300-1500 h). On the last day of ex-
perimental manipulation, animals were randomly sacrified at
different time points ZT4, ZT5, ZT6, ZT8, ZT12, ZT14 (n
= 5 per group and time) for immunohistochemistry. To eval-
uate the persistence of the food-entrained c-Fos-IR rhythm,
another set of rats was assigned to two groups. The persis-
tence group (RF-F) was entramned to RFS for 3 weeks, then
allowed free food access for 5 days and lefi food deprived for
3 days. In the control fasting group (AL-F) free food access
was available for 3 weeks and then was left food deprived
for 3 days. For both groups, animals were perfused on the
last day of fasting conditions at the same time points as the
food-entrained animals.

Animals were deeply anacsthetized with sodium pento-
barbital and were perfused transcardially with 250 ml saline
solution (0.9%) followed immediately by 250ml of 4%
paraformaldehyde solution in 0.1 M phosphate buffer (PB;
pH 7.2). Brains were removed and post-fixed in the buffered
paraformaldehyde solution for | h, then transferred succes-
sively to 10, 20 and 30% sucrose solutions in 0.1 M PB.
Frozen coronal sections of 40 um were cut with a cryostat
and collected in four series. One series of tissue was stained
with cresyl violet, and another set was incubated during 72h
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at 4" Cin c-Fos antibody made in rabbit (Santa Cruz Biotech-
nology, USA) diluted 1:2500 in PB saline goat scrum triton
(PBSGT; PBS, 1% goat serum and 0.3% Triton X-100). Sec-
tions were rinsed three times for 10 min in phosphate buffer
saline (PBS), then were incubated in biotinylated secondary
antibody (goat anti-rabbit; Vector laboratories) 1:200 in PB-
SGT for 2 h. The tissues were rinsed again and then were incu-
bated in avidin-biotin-peroxidase complex (Vectastain Elite
ABC Kit; Vector Labs) for 2 h and washed again three times
for 10min in PBS. The tissue was reacted in diaminobenzi-
dine (0.5 mg/ml, in trizma buffer 7.2) with hydrogen peroxide
(35 1, 30% H;0;). Sections were mounted in gelatin-coated
slides, intensified with osmium tetroxide 0.1% for 30 s and
dehydrated through a series of alcohol, cleared with xylene,
and coverslipped with Permount (Fisher Chemicals).

2.2.3, Quantification of cells

The number of ¢-Fos-positive nuclei were counted unilat-
erally in matched coronal sections from all groups. Sections
were selected in accordance with the stereotaxic atlas from
Paxinos and Watson (Ace-Co, Interaural 10.20 mm; Acc-Sh
Interaural 10.60 mm) [27]. Images of the corresponding cre-
syl violet sections were acquired to define the area of each
region of the nucleus. Images were examined under a light
microscope (Nikon Eclipse E600) and captured ata 10x mag-
nification using a computerized image analysis system (Meta
Vue series 4.5, Universal imaging corporation), A grid of 108
squares each 40 um x 40 pm was superimposed on the image
and immunopositive cells for ¢-Fos included under the gnid
were counted manually. To avoid counting false positives,
background optical density (OD) was established in a nearby
region lacking c-Fos-IR, only stained cells that reached or
surpassed three fold the OD background were considered
positive. whereas cells under this staining threshold were dis-
carded. Cell number was transformed and is expressed as cells
per square millimeter.

2.3, Experiment 2

2.3.1. Experimental design

Ammals were randomly assigned to one of four groups:
Shell-lesion, Shell-sham, Core-lesion and Core-sham. For
metabolic analysis animals were entrained to RFS for 17 days
and samples were obtained at several time points: ZT3, ZT4,
ZT5, ZT6, ZT8 and ZTY9 (mealtime at ZT6).

For behavioral analysis, the four groups had free access to
food for 15 days (ad libitum), on day 16 they were entrained
to RFS for 3 weeks with food access only for 2 h daily at
the middle of the light phase (ZT6-ZT8), followed by 3 days
in total food deprivation in order to evaluate persistence of
FAA. Finally, rats were left with free food access for other
15 days.

2.3.2. Surgery
Animals were anaesthetized with chloral hydrate
(10mg/kg body weight) and secured in a Kopl stereotaxic

instrument with the incisor bar set at —3.3 mum. Lesions were
induced by infusing 0.4 pl of NMDA per side (N-methyl-n-
aspartate, Sigma; 10 mg/ml solution in PB 0.1 M, pH 7.4)
with the following stereotaxic coordinates: Shell, AP +1.6, L
+0.4, DV —-7.0; Core, AP +1.2, L +£1.8, DV —7.2 [27]. Each
lesioned group had a sham operated control which received
0.4 plof PB (0.1M, pH 7.4) instead of NMDA.

2.3.3. Body weight and food intake

Body weight of all animals was registered before the
surgery and during ad libitum conditions before starting RFS,
In addition, to verify possible effects of the lesion on food
ingestion, food intake for a 24 h interval was monitored once
for each animal under ad libiturn conditions.

2.3.4. Determination of free fatty acids

On day 15 of food-entrainment, animals were cannu-
lated in the internal jugular vein with a polyethylene silicon
ftube (0.025in. i.d. and 0.047 in. o.d.; Silastic Brand) filled
with heparine (500 U/ml) as anti-coagulant. Blood samples
(600 pl) were collected in Eppendorff (1.8 ml) tubes con-
taining a clot-activator gel and were centrifuged at 2500 rpm
during 15 min. Aliquots of 100 ] were processed with spec-
trophotometric methods for determination of free fatty acids
(FFA) by using a colorimetric method as previously described
[12].

2.3.5. Behavioral recordings

One week after metabolic sampling, cannulae were
blocked and animals were housed individually in transparent
plastic cages (30 x 45 x 20) and maintaimed in a sound-
proof room under a 12:12 h light-dark cycle and constant
temperature (22 + 1 °C), with free access 1o food and water
before any experimental manipulation. General activity was
continuously monitored with infrared sensors attached to the
lateral walls of the cages. Behavioral events were automati-
cally stored in 10 min intervals for further analysis. Double-
plotted actograms were obtained for each animal and activity
profiles were constructed for each group with the mean ac-
tivity for each feeding condition (AL, RF, fasting). Analysis
was performed with the SPADI (Sistema de Procesamiento
y Adquisicion de Datos. Version 1.1.1) designed for our lab-
oratory.

2.3.6. Histology

At the end of the behavioral experiments, animals were
killed with an overdose of sodium pentobarbital and perfused
intracardially with 250 ml of 0.9% saline followed by 250 ml
of 4% paraformaldehyde in a 0.1 M PB and then cryopro-
tected overnight in 10, 20 and 30% of sucrose. Brains were
frozen and cut in 40 pm coronal sections, alternate sections
were mounted on gelatin-coated glass slides, then stained
with cresyl violet, Cellular damage and lesion placement
were verified with a light microscope. Animals with incom-
plete lesions were discarded from the study.
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Fig. 1. Mean number £+ S.EM. of Fos-IR cells in Ace-Sh (A} and Ace-Co (B) in RF (gray bars) and AL rats (white bars). (C) and (D) Represent number of
Fos-IR cells on the Acc-Sh and A::-Cu respectively, during fasting after RFS (gray hars) and after ad libitum (white bars). Hori | bars
or expected mealtime (stripes), *p < 0.05 Post-hoc entrainment vs, ad libitum.
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2.3.7. Statistical analyses

Data were classified by groups and time and are repre-
sented as mean + S.EM. Number of c-Fos-IR cells were
compared with a two-way ANOVA for the main factors group
and time. Body weight as well as food intake were analyzed
with a onc-way ANOVA for independent measures for the
factor group (lesion versus sham). Metabolic variations in

serum concentration of FFA, and locomotor activity, under
RFS and during fasting conditions, were evaluated witha two-
way ANOVA for the factors group (lesion versus sham) and
time, as a factor of repeated measures. All analyses were fol-
lowed by a Tukey multiple-comparations post-hoc test with
o set at p < 0.05. Statistical analysis was performed with
Statistica for Windows version 4.5 (StatSoft, 1993).

Fig. 2. Photomicrographs of Fos-IR i Acc-8h and Ace-Co of animals under AL (/eft) and RFS (right) at ZT6. LV, Lateral ventricle; aca, anterior comisure.

Dotted lines represent the counted area. Scale bar: 120 pm.
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3. Results
3.1, Experiment |

3.1.1. c-Fos expression

The number of ¢-Fos-IR cells was increased in both Acc-
Sh and Acc-Co in food-entrained rats. The Acc-Sh of the
RF group had significantly more c-Fos-IR cells than the AL
group at ZT6, mealtime, and at ZT12, 6 h after feeding. Al-
though not statistical significant, a marginal increase was ob-
served at ZT8 (Figs. 1A and 2). In the Acc-Co a marginal
increase started in c-Fos—IR of RF rats at ZT5 and a statisti-
cal increase was observed at ZT6 (Figs. |B and 2). Because
animals for the ZT6 pomt in the RF group remained unfed
until sacrifice, the c-Fos-IR at this time poinl was mainly as-
sociated with the anticipatory activation. Although there was
not statistical difference, there was also an increase in ZT12
(Fig. IB). The two-way ANOVA confirmed a main effect be-
tween AL and RF in the Ace-Sh (F(1,42) = 2578, p <0.001)
and in Ace-Co (F(1,41)=21.04; p<0.001). In the time factor,
statistical analysis did not show a significant effect (Acc-Sh,
F(5.41) = 1.081; NS; Acc-Co, F(5.42) = 2.06; NS). Further-
maore, there was a significant group x time interaction in the
Acc-Sh (F15,42) = 4.76; p < 0.001), but not interaction effect
for Ace-Co (F(3.41) = 1.52; NS§),

A general effect during fasting was a lower number of
c-Fos-IR cells in both groups. There was not a clear persis-
tence of the food-entrained pattern in the RF-F group, How-
ever, the two-way ANOVA indicated a significant difference
between RF-F and AL-F groups in both Ace-Sh and Ace-Co
regions (Acc-Sh, F(1,40)=9.335; p <0.003; Ace-Co, F(1,40)
=9.781; p =0.003; Fig. 1C and D), post-hoc analysis showed
only difference between groups in Ace-Co at ZT8 (< 0.05).

3.2. Experiment 2

3.2.1. Mistology

In the sham-lesioned animals, no signs (cell loss or gliosis)
of lesion-induced damage were observed. Shell lesions were
mainly restricted to the medial and ventral regions. In some
Shell-lesioned animals, gliosis was observed in the lateral
and medial septum apparently affected by the trajectory of
the mjection needle or distension of the lateral ventricules,
Evaluation of the Core-lesions revealed a marked cell loss and
intense ghiosts in a discrete area surrounding the injection
site and shrinkage of the Core region around the anterior
comissure. Fig. 3 shows an illustration of the extension of
maximal and minimal lesions in representative rats with Shell
and Core lesions.

Table |
Body weight and food intake in sham and lesioned animals

i e (2004) cox-xce 5
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Fig. 3. Schematic representation of lesions extent (maximunt, light shading:
minimum, dark shading) of the Acc-Sh (feft) and Acc-Co (right). Represen-
auve reconstruction of serial coronal sections are +1.7 mm anterior through
<10 mm posterior o bregma (based on the Atlas of Paxinos and Watson,
1998)

3.2.2. Bodv weight and food intake

Both Shell-sham and Shell-lesion animals increased their
weight throughout the experiment. Shell-lesion animals
gained more weight than Shell-sham under ad libitum condi-
tions (F(1.15) =4.51; p < 0.03) (Table 1), Core-sham gained
weight in a similar proportion as the previous groups, how-
ever, the Core-lesion group gained weight n a lower propor-
tion and when compared to the Core-sham group the weight
was significantly lower (F(1,12)= 1 1.70; p<0.005) ( Table 1).
The effect of the lesion on food ingestion during the 24 h in-
terval was also different between the Shell and Core groups.
Food intake was enhanced in Shell-lesion animals and this
cffect was significant compared with the Shell-sham group
(F7(1,14) =9.60; p < 0.0078). In contrast, Core-lesion animals
showed a strong decrease in ingested food during the exper-
iment (F(1,12) = 122.11; p < 0.0001) (Tahle 1), in fact, for
some animals food had to be placed in their proximity.

Shell-sham (n =8)

Shell-lesion (n = 9)

Core-sham (n = 7) Core-lesion (n=7)

Body weight (g)
Food intake (g)

280.1245.02
2368+ 0.86

293 66£3.24°
27.00 £0.62°

281,28 £4.13
24.85£1.03

25228 L4420
12.00 4 0.53°

All values are mean £ S EM

4 p<0.05 Difference between NMDA lesioned animals and their respective control { Tukey past-hoc test)
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Fig. 4. Temporal profile (mean + 5. E.M.) of free fatty acids of rats exposed
for 3 weeks to RFS (A) for the Shell-lesions rats (white circles) and their
controls (black circles) and for (B) Core-lesions rats (white les) and
their controls (black triangles) The horizontal black bar indicates mealtime,
"p < 0.05 Lesion vs. sham,

3.2.3. Serum free faity acids

The diurnal rhythm of FFA was entrained to RFS. Serum
levels of FFA were increased before meal time and declined
after feeding in the Shell-sham and Shell-lesioned animals

(Fig. 4A). The ANOVA indicated a significant difference in
the time factor (F(5,50) = 47.15; p < 0.0001), but there was
not a difference between groups (F(1,10) = 1.24; NS). Also,
both Core-sham and Core-lesion groups showed an increase
in FFA plasma concentrations anticipating meal time (/(5,50)
=11.43; p < 0.0001), however, mean FFA levels were lower
in the Core-lesion animals (Fig. 4B). The ANOVA indicated
a significant difference between groups (F(1,10) = 123.26, p
<0.0001).

1.2.4. Food-anticipatory activity

During the first 15 days under food ad libitum condi-
tions, all groups showed a clear diurnal rhythm of activity.
Statistical analysis showed that there was not a difference
in the intensity of activity between Shell-sham and Shell-
lesion groups (F(1,17) = 1.06; NS) and there was a differ-
ence in time factor, indicating circadian rhythms entrained
to the light-dark cycle (F(23,391) = 23.40; p < 0.0001)
(Figs. 5A, C and 6A). For the Core-sham and Core-lesion
groups there was a clear diurnal rhythm of locomotor activ-
ity (#(23,368) = 15.85; p < 0.00001) and there was not a
difference in intensity between groups (F(1,16) = 0.0001;
NS) (Figs. 5B, D and 6D). During RFS, Shell-sham and
Shell-lesion animals exhibited a clear FAA. In the Shell-
lesion group, FAA started 2 h before the Shell-sham group.
General activity level was increased in the nocturnal activ-
ity as well as during FAA and in some animals there was
a large phase advance in this activity (Figs. 5C and 6B).

Davs

8 0 6 iz 18

[ ] I 12 13 o o 12 18 ]

Zeitgeber Time (h)

Fig. 5. Representative double-plotied actograms of daily general activity of rats kept in light-dark cycle 12:12 h, Dunng the first 15 days animals had free food
access (ad libitum), Rats were entrained to RFS (vertical gray bar) for 3 weeks, followed by 3 days of fasting conditions (vertical white bar). {A) and (B) Show

a rep ive samples of Shell-sham and C ham rats
respectively.

pectively. (C) and (D) Are two representative animals with NMDA lesions in Shell and Core,
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Fig. b. Activity profiles of locomotor activity of rats with sham lesions (black symbols) and NMDA lesions (white symbols) in Shell {lefi stde) and Core (right
stde) during AL feeding condition (A-D), under RFS (B-E) and in 3 days in fasting conditions (C-F). White anid black bars indicate the light-dark cycle.
Horizontal gray bar in RFS plots indicate mealtime, whereas horizontal white bar in fasting plots, indicate the expected mealtime. p < 0.05 Lesion vs. sham

Statistical analysis indicated a main effect between groups
for FAA (F(1,16) = 6.93; p < 0.018). In animals with Core-
lesions FAA was almost absent, there was a small increase of
activity after mealtime and not a clear FAA as in the Core-
sham (Figs. 5B, D and 6E). This difference between groups
in FAA intensity was significant (F(1,17) = 5.70; p < 0.02),
Some animals of the Core-lesion group did not show FAA
during the first 10 days of food-entrainment and it developed
partially in the last days of entramment (Fig. 5D). Noctur-
nal locomotor activity of these animals was not altered by
the lesion. During fasting conditions, persistence of food-
entraimed activity was observed in all groups. Shell-lesion
animals exhibited enhanced locomotor activity which was
significantly higher than their controls (F(1,16) = 12.52; p <
0.002; Fig. 6C). There was no difference m imtensity and onset
time between Core-sham and Core-lesion animals (F(1,15)
= 0.6804; NS, Fig. 6F).

4. Discussion

The response observed with the c-Fos-IR suggests that
both Ace-Sh and Acc-Co subregions are involved with the
expression of FAA, and that there is a functional difference
between them dunng food-entrainment.

In the Ace-Co there was an increase starting in ZT35, fol-
lowed by a significant increase in ZT6, in addition increased
c-Fos-IR was observed after mealtime suggesting that this
region is involved with the behavioral activation during FAA

and during feeding. In the Acc-Sh region ¢-Fos-IR was in-
creased at mealtime, at ZT6, and in the tune points following
food ingestion indicating mainly a relation with consumma-
tory behavior. Similar differential data between accumbens
subregions were described in a microdialysis study show-
ing that extracellular dopamine levels increased i Ace-Co
evoked by a conditioned stimuli dunng the orienting and
approach behavior to food, while in Acc-Sh dopamine lev-
¢ls increased during the first minutes of consumption of a
highly palatable food [ 7]. These observations and the present
c-Fos-IR data, point out the differential relation of both sub-
regions in food-entrained behavior, indicating a main role of
the Acc-Co with anticipation and a main role of Acc-Shell
with consummatory behavior and possibly with a reward re-
sponse during feeding. [n addition, during fasting conditions
apersistence of the food-entrained ¢-Fos-1R pattern was only
observed in Ace-Co indicating @ link with a food-entrainable
pacemaker. Due to the relationship of Ace-Co with the motor
system and for its important role in food-seeking behaviors
| 71, these results support the hypothesis that the Ace-Co may
be a relevant structure for the expression of FAA,

In the second experiment, the NMDA lesions of Ace-Sh
and Acc-Co also showed differential effects. Under ad libi-
tum conditions Shell-lesion rats increased their food intake
and their body weight in a higher rate than their sham con-
trols. Animals with Core-lesions exhibited a low body weight
throughout the study and showed a critical decrease in food
intake. In these later rats locomotor activity was not altered
as observed in the general activity during the first 15 days
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of baseline monitoring. Thus we assume that the decrease of
ingestion was not due to a locomotor impairment, All groups
showed entrainment of FFA although in Core-lesion rats the
general basal level of this metabolite was significantly de-
creased. The lower levels of FFA can be explained by the
decrease in food intake and low weight gain in Core-lesioned
animals, All groups showed also FAA, however, in Shell-
lesion rats the onset time was advanced and general activa-
tion was increased, while Core-lesion rats showed a low or
non-FAA in the first days of entrainment.

The contrasting effect of Core and Shell-lesions may be
attributed to specific anatomical connections associated with
both subregions of the nucleus accumbens. Whereas the Ace-
Co establishes efferent projections to the motor system, the
efferents of the Ace-Sh have more limbic characteristics. A
differential role between Ace-Sh and Acc-Co in feeding has
been evidenced blocking excitatory amino acid input to the
Agc-Sh, which resulted in a marked stimulation on feeding
behavior, while the same manipulation in Acc-Co, impaired
the response to food during an instrumental test [5,14].

Evidence obtained in this study suggests a relevant role of
Acc-Sh for the control and inhibition of feeding; first, basal
food ingestion was increased in Acc-Sh lesion animals, and
second, ¢-Fos-IR was increase in Acc-Sh during feeding. This
suggestion finds support in the anatomical relation between
Acc-Shand LH via an inhibitory gabaergic pathway as main
neurotransmitter [33,34). Inhibition of the Acc-5h function
due to an injection of a GABA agonist increases food intake
and produces an increase of c-Fos expression in LH [34].
Thus, the increase in body weight and food intake due to
Shell-lesions, can be explained as a desinhibition of LH due
to the absence of the GABA projections from the Acc-Sh. In
addition, evidence obtained in this study also suggests that
Acec-Sh may be a region that inhibits locomotor activity as an
output of FEQ, because in the Acc-Sh lesioned animals, FAA
during RFS and during fasting conditions was increased.

In contrast, the reduced amplitude and intensity of FAA
observed in Core-lesion rats suggests that this region may be
involved with the expression of FEO's output. The Ace-Co
is related to a different functional system than the Acc-5Sh,
because the Ace-Co is functionally related with the caudate-
putamen. Previous studies have described that specific de-
struction of dopamine terminals in the caudate-putamen re-
gion in rats mhibits feeding, but not locomotion |30]. At
the molecular level, dopamine deficient mice become hy-
pophagic and die of starvation by 4 weeks of age, suggesting
that regulated release of dopamine within the striatum is re-
quired for the integration of salient cues that are necessary
for feeding [35]. In despite that there was a clear decrease
in FAA of Acc-Co lesioned animals, we can not argue that
Acc-Co is the FEO, because FAA and anticipation of FFA
were not totally absent, In addition, this study did not ad-
dress other variables that can be driven by FEO, like corti-
coesterone and clock genes expression in several regions of
the brain, which are entrained with RFS and should be modi-
fied in animals with Acc-Co lesions. We have suggested that

the FEO's clock network is constituted by a distributed sys-
tem [4], for this model it is possible that the Ace-Co is part
of this network. In such a case its lesion would produce a
decrease of FAA but not its total absense.

A decrease in FAA can be due to weak entraining signal to
FEQ, as well as due to a modification in the output pathway.
Previous studies have described that the nutritious value and
the size of a meal are relevant to attain properties as a zeitge-
ber [21], when the meal size is reduced during RFS, no FAA
is observed. In addition, a previous study showed a decrease
in FAA due to PBN lesions [9). The most likely interpretation
of these data was that the PBN is a relay nucleus for the en-
training signal elicited by food and the gut. Thus, the lesion
of PBN may decrease the intensity of food related signals
and thus produce a lower intensity of FAA. Present data also
describe a decrease in FAA intensity due to Acc-Co lesions,
we suggest based on the anatomical relation of this region,
that this decrease is mainly due to an alteration in the output
pathway or as described in the previous paragraph, due to an
alteration in the oscillator’s network itself.

It is important to point out that despite a clear decrease of
FAA in Core-lesion rats, no decrease was observed for the
nocturnal activity, which showed similar values as the other
groups as can be observed in Figs. 5 and 6. This specific effect
on FAA confirms that effects were not due to a locomotor im-
pairment and suggests a specific role of the Acc-Co region as
output for the behavioral expression of FEQ. The prefrontal
cortex, including the prelimbic and anterior cingulated cor-
tex, project to the Ace-Co, but not to the Ace-8h [16]. Recent
evidence has described a rhythm in clock genes expression in
the prefrontal cortex which is entrained by feeding schedules
[36]. These findings have suggested that the cortex may be a
circadian oscillator, and in this case, the Ace-Co may be part
of the output pathway to the principal motor structures for
the expression of behavioral food-entrained rhythms. In ad-
dition, prefrontal cortex and Ace-Co are interconnected via
glutamatergic fibers and this circuit has been implicated with
the acquisitions of instrumental behaviors [17]. A previous
report described that intraperitoneal injection of an antago-
nist of NMDA receptors, MK-RB01, impaired FAA expression
in rats [26]. Our results indicating an impairment of FAA in
animals with Ace-Co lesions, in combination with the evi-
dence of the study cited above, suggest that the expression
of FAA may require the integrity of this corticostriatal net-
work. This possibility is further supported by a study which
described that in the striatum and cortex NPAS2 gene is ex-
pressed in a circadian manner and that in knout mice of the
NPAS2? gene FAA is deficient, These mice also show several
problems to adapt to this food regimen and to gain weight
[11]. Interesting, the nucleus accumbens 1s part of the ven-
tral striatum, suggesting that at physiological and molecu-
lar level, manipulations of this region could be eritical for
food-entrainment.

A previous study reported that large accumbens lesions
in rats do not abolish FAA [22]. In that study, authors re-
ported a decrease of general activity by complete lesions of
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accumbens including several structures like the septum, ven-
tral pallidum, vertical limb of the diagonal band, the bed
nucleus of stria terminalis, anterior and ventral caudato-
put and p icular thalamic nucleus. The weak
FAA was attributed o the general state of hypoactivity and
the conclusion was that this structure was not involved with
the FEO. However, the present study does not agree with
such findings, because we have described a differential role
of accumbens subregions and present data indicate that both
regions play a relevant role for food-entrainment.

At the moment there is not a clear evidence of an anatom-
ical location of FEO. The present study adds information on
a differential role of the two subregions of the accumbens
as two components of the distributed system for the food-
entraiable system. For this model Acc-Sh may be involved
with the consummatory and motivational aspects of ingestion
and thus with FEO's inputs and Ace-Co is involved with the
expression of FAA and may be an output or an element of the
clock's network of FEO.
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Abstract (293 words)

Tiats 4 under i feeding fules develop food v actvity (AA) and
of phvsiological Food i is independent of the suprach

nucleus and depends on food iinable oscill (FEQ) R d feeding schedules (RFS)

lead animals toward a catit~ . «iate and increase their food dnven motivation, suggesting that in

this process metabolic and reward related mechanisms are implicated. This study explored if taste
driven motivation i sufficient to entrain the FEO. To address this question, we evaluated whether
daily fixed access to  highly palatable meal (PME) entrained locometor activity, serum glucose

d without foed dep . The

and free fatty acids (FFA) i " rats
entrained response of PME rats was compared with ruts entrained to RFS In a second
experiment, we used c-Fos-IR to identifv structures in the central nervous system involved with

PME Rats showed AA to a daily palatable meal, with a lesser intensity than rats entrained 1o

RFS. AA persisted at least for 4 cycles after lavasbl 1, that this

d ds on a circadi il Glucose and FFA were not entrained in PME rats,

F L

¢-Fos expression in limbic system nuclei was in phase with meal time and this oscillastory pattern
persisted, but not in the hypothalamus. These results suggest that for the expression of AA, food
deprivation, i.e. a catabolic state is not necessary, that an increase m motivational state by the
reward properties of taste is sufficient to entrain behavior and that structures in the limbic system
oscillate due to rewsrd entramment The present study indicates that at least two different

and I, and suggests that

mechanisins are associated with Tood

the FEO muay be a multi-oscillatory svstem di d over dif] gulatory svstems in the
brain
Keywords: Food. d oscillator, dian rhythms, taste, limbic system, hypothalamus.

In I dian rhythms in bet and physiology are driven by a central pacemaker in

the suprachissmatic nucleus (SCN) of the hypothalamus (Kiein et al, 1991). In addition, there are

other circadian oscillators in the central nervous system and in peripheral tissues (Yamazaki et

al., 2000, Abe et al,, 2002; Balsalobre, 2002, Granados-Fuentes et al., 2004; Amir et al., 2004),
which are in synchrony with the SCN and are thought to be organized in a hierarchical way in
which the SCN couples daily rhythms in all these tissues (Reppert and Weaver, 2002, Hastings et
al, 2003). The SCN is entruined by the light-dark cycle, and in tun transmits its phase and period

[ d via | or humoral outputs (Buijs and Kalsbeek, 2001). SCN

ablations eliminate or disrupt circadian orgamization (Moore and Eichler, 1972), but do not

prevent the induction of circadian rhythms in penpheral il by icted feeding
schedules (RFS, Hara et al | 2001, Balsalobre, 2002) In addition, RFS uncouple peripheral
oscillators from the SCN in intact animals (Damiola et al,, 2000, Stokkan et al, 2001), Animals

under RFS display daly rhythms of foed-anucipatory actuvity (AA) and entrainment of

physiological § (Mistlt

1994; Stephan, 2002. Escobar et al,, 1998, Diaz-Mufloz et

al., 2000), which are considered to be driven by food- bl ill: (FEOQ) independs

of the SCN (Stephan, 2002). The anatomical substrate of FEO is not yet known. Lesions in
several structures of the central nervous system do not prevent food-entrainment (Mistiberger,
1994, Stephan, 2002) In mice RFS lead to entrainment of Perl and Per2 clock genes in the
cerebral contex and hippocampus, and in rats RFS entrain c-Fos expression in the dorsomedial

and lateral hypothalamus, which peak in phase with meal nme, suggesting the possibility that

these nuclei are ived in the if of FEQ (Wak et al, 20001, Angeles-
Castelianos et al, 2004)
Dunng RFS animals are exposed 1o an altemation of long fasting-short meal imervals, which lead

them to a chronic catabolic state. In such conditions ammals develop an increased state of arousal



and food-oriented drive, which suggests that & metabolic and a reward process underlie food-
entrainment

Hestricted feeding with a palatable diet as well as a brief access to sucrose can produce AA in
hamsters and rats, suggesting © o the hedomc value of food 15 refevant for emtrainment
(Mistlberger and Rusak 114 < and Rusak,, 1992; Pecoraro et al., 2002)

Several nuclei of the lim!o. +.stem are involved with the positive reaction to reward properties of
food (Bemndge, 2003) In monkeys, activanon of the prefrontal corex (PFC) has been implicated
in the reaction to a favorite taste, and in rats neurons of PFC respond to the positive affective
value of food (Bassaero and DiChiara, 1997, Rells, 2000), The amygdala has anatomical

connections with neural circuits in the hypothalamus for the control of feeding behavior

(Petrovich et al.. 2002) and has been related with the resp to p meals, especially the
central nucleus of 1 amygdala (Pomonis et al, 2000) The nucleus accumbens has been
considered as an interface between limbic and motor systems (Mogenson, 1980) and also
lates the reward in feeding behavior ( d and Kelley, 1999, Bemidge and

Robinson, 2003). Despite the clear role of the ivational hani Ived in food-
entrainment, these processes have been poorly studied.
The aim of this study was to evaluate the role of the reward value of taste as a relevant factor for

food T we first evaluated whether a palatable snack can entrain behavioral

and metabolic rhvthms in rats without food-deprivation. In a second part of this study we used ¢-

Fos o d ine cellular ion in the hypothal and limbic related

with palatable meal entrainment (PME) Finally, we explored whether food

c-Fos
patterns persisted after interruption of PME in order to identify possible oscillatory structures

imvalved with FEO.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Ammals and housing

Male Wistar rats weighing 230-250 g w the beginming of the experiment were housed in
individual transparent acrylic cages (30 X 45 X 20cm). Rats were maintained ina 12:12 h light-
dark (LD) eyele (lights en at 0700=ZT0) and constant temperature (22 1°C) with free access to
food (Rodent laboratory chow 5001) and water unless otherwise stated. Experiments were
approved by the national guide of care and use of animal experimentation of Mexican laws
(Decreto ley de proteccion a los animaleés del distrito federal, gaceta oficial del disrito federal

26/02/02)

Experimental design

For the first phase of the experiment, rats were randomly assigned fo one of two groups: a
resticted feeding group (RFS) which was maintained for 3 weeks under food restriction with
food available daily for two hours (ZT6-ZT8), and PME group in which animals were maintained
ad libitum 1o their regular chow and received Sg of tasty-meal at ZT6. Palatable meal used to
entrain animals was a 5g chocolate bar containing 10% of proteins, 51% of carbohydrates and
34% fat for a caloric value of $50kcal/100g. For a baseline all animals remained on the 12:12 h
LD cvele in individual cages with food and water ad fibitum at least for 20 days. Stanting on day
21 bath groups were entrained for 3 weeks, according to its assigned protocol, and the intensity

af AA was evaluated To eval P of AA, after interruption of entrainment protocols,

RFS group remamed 3 days in fasting conditions and the PME rats remained 4 days under regular



tood @ fibimem. A the end of expenmental manipulations all rats were left ad fibitim for cther 3
weeks.
For the second phase of the experiment, snother set of rats was assigned for metabolic and

3 hemical eval either i to RFS or to PME for 3 weeks On the logt day

of i Tats were ficed at three diffe time points related to foud or palatable-meal

access, duning AA (ZT4), at regular or palatable-meal access (ZT6) and after meal time (£T8;
=5 per group and time point)

On 4 third phase and in order 10 evaluate persistence of PME patterns in metabolic and c-Fos
expression, 4 davs after interruption of palatable-menl entrainment (A-PME) another set of rats
was sacrificed at the same ume points ndicated above (n=4 per tme point). For ths last group

we used as a control & set of rats maintained under regular food e {ifitum conditions (AL) but

without a previous p

Locomator activity

To assess locomotor activity, rats were housed individually in transparent acrylic cages (30 X 45
X 20 em) and mammtained in a soundprool room under a 1212 h LD cyvcle, constant temperature
(22 1°C), with free access 1w food and water General locomotor activity was monitored
continuously with infra-red detectors located on the walls of the cage. Movement counts were
stored and analyzed in 1S min intervals. For each mt double-plotied actograms were obtained and
for ¢ach experimental condition mean activity waveforms were constructed with the SPAD]

{Sistamn de procesamiento v adgussicion de datos. Version 11 1) designed 1n our lab,

Immunohistochemisiry

Samples were obtamed 30 mun after each indicated temporal pomnt because the intracellular
cascade of events to produce the protein ¢-Fos takes from to 30 to 45 min, and the maximal
expression at 90 minutes (Morgan and Curran, 1991). Rats were deeply anaesthetized, with

sodium p bital and were d jially with 250 mi safine solution (0.9%)

followed mmediatelly by 250 mi of 4% paraformaldehyde solution in 0.1 M phosphate bufler
(PB; pH 7.2). Brains were removed and post-fixed in parformaldehyde solution for 1 hour, then
transferred successively 1o 10, 20 and 30% sucrose solutions in 0.1 M PB, Frozen coronal
sections of 40 pm were cut with a crvestat. One set of tissue was stuned with cresyl violet. and
another set of tissue was incubated during 72 h at 4°C in ¢-Fos antibody made in rabbit (Santa
Cnuz Biotechnology, USA) diluted 1:2500 in phosphate buffer saline (PBS), 1% of goat serom

and 03% wniton (PBSGT) Tissues were rinsed 3 nmes for 10 minutes in PBS, then were

bated for 2 b in biotinylated dary antibody {goat anti-rabbit, Vector laboratories) 1 200
in PBSGT. The tissues were rinsed again 3 times for 10 minutes and then were incubated for 2 b
in avidin-biotin-peroxidase complex (0.9% avidin and 0.9% biotin solutions;, Vectastain Elite
ABC Kit; Vector Labs) and washed again 3 times for 10 minutes in PBS. The tissue was reacted
in diaminobenzidine (0.5 mg'ml, in trizma buffer 7.2), nickel-cobalt (200pl, 10%) and hydrogen
peroxide (35pl, 30% H:O:). After this final reaction, sections were mounted in gelatin-coated
shides, and dehvdrated through a series of alcohols, cleared with xylene, and coverslipped with

Permount (Fisher Chemicals)




Cuantification of cells

The number of c-Fos-positive nuclen were counted unilaterally in coronal sections selected in
accordance with the stercotaxic atlas from Paxinos and Watson (1998), for the prefronial cortex
(PEC) interoural |1.70mm, for both regions shell and core of the nucleus accumbens {Acc-Sh,
Ace-Co) interaural 10.20mm, for the SCN interaural 7.70mm. for the lateral hypothalamic
nucleus (LH), paraventricular hvpothalamic nueleus (PVN) and central nucleus of the amypdala
(CeA) interaural 7.12mm coronal section and for the ventromedial hypathalamic nucleus (VMH)
and dorsomedial hypothalamic nucleus (DMH) interaural 5.86mm. Images of the corresponding
Nissl sections were acquired to identify the total area for each nucleus. Images were examined
under o light microscope (Nikon Eclipse E600) and captured at a [0X magnification using a
computarized imoage analysis system (Meta Vue seres 4.5, Umiversal imaging corporation).
Immunopositive cells for c-Fos included under an area of 108 squares of 40X40um each, were
counted manually in one side of each section. To minimize the number of false positives,
background optical denzity (OD) was established in 4 nearby region lacking ¢-Fos expression,
stained cells that reached or surpassed three times the OD background were considered positive,
whereas cells under this staiming threshold were discarded. Number of cells for each sampled area

were transformed to cells per sguare millimeter {mm2)

Metabohe vanables

Mnrahad was d by iyt v of free fatty acids (FEA) and

glucose. At the moment of perfusion blood samples were obtained from each animal via a

puncture in the inferior cava vein and were in Eppendorm tubes g a clot-

activator gel To obtain the serum, blood samples were centrifuged at 2500 rpm dunng 13 min

For determination of FFA a sample of 100 pd was p with sp P as

previously described (Escobar et al 1998) Serum glucose was determined with a 10 pl sample

using a commercial colorimetnic kit (Hyoel No 70408, 5t Lows MO)

Statistical analysis

Data are d as mean % dard error of the mean {SE). The intensity of anticipatory

aetivity (AA) was di ined with a v ANOVA for reg d for the main factor
time. Main effects in RFS or PME groups and A-PME or AL groups in ¢-Fos expression, FFA

and glucose ¢ were compared with a t iy ANOVA for independent measures

for the factors group and time. All analyses were followed by & Tukey multiple-comparations

post-hoc test with alfa set at p<0.05. ical analysis was perfc d with Statistica version 4.5

(SwSoft, 1993)

RESULTS

Meal-entrained locomotor activity
In the first 20 days under food ad libium conditions, all animals showed clear diurmal thythms of
activity. (Fig. | A-B, Fig 2A, D). In RFS or PME groups, ull animals developed a clear AA (Fig

1A-B, Fig 1B, E). The ANOVA confirmed a signifi effect of both entrainment

protocols on locomotor activity (RF, Farsn=3.693:p<0.0001; PME, Fla =13 56p<0.001),
and the post hoc test indicated that movement counts duning AA were significantly higher than
the expected diurmal activity, General locomotion during AA was more intense in the RFS than in

PME group




During the 3 days i fastmg conditions, persistence of AA in the RFS group was evident
(Flarazep=1.712;p<0 003, Figs. 1A, 2C) For the PME group, also persistence of AA was present
in ad libitum conditions for at least 4 cycles (Fig 2F, Flanani=11.619,p0001) During the

following days thig 1] activity was d d (Fig 18)

Membolic entrainment

In the RFS group there was a clear entrmnment of metabolic variables, plucose showed an

increase after meal time and FFA a peak ing meal time, as p Iy (Escobar
et al, 1998; Martinez-Merlos et al, 2004} In contrast, in the PME group there wus not a meal
entrained temporal pattern in the 3 phases evaluated (Fig 3) In the A-PME as well as in the AL
group no time related fluctuations were observed in glucose nor FEA after interruption of meal
entrainment (data not shown). For glucose und FFA concentrations the ANOVA indicated a clear
difference  between RFS and PME  groups  (Fl1z7p=24.93;p<0.0001,  glucose;
Fror)y=9.814,p<0.0001, FFA) and due to the factor time (Flz27)=5 727.p<0.0001, glucose,

F(2a7p=3 35;p=<0.05, FFA)

c-Fos-IR expression in the hypothalsmus dunng RFS and PME

In all i d hy the RFS group showed higher c-Fos-IR cells than the

PME group (Fig 4) The RFS group showed in the DMH a pattern with i

values during anticipation and high values after feeding, while ¢-Fos-IR in the LH were increased
in the 3 phases. The PME group did not exhibit temporal changes associated with meal ume. Tn
the PVN a significant response was observed in the RFS group following meal time (ZT8), while
no c-Fos-1R was observed in the PME group (Fig 4). In contrast, in agreement with a previous

study (Angeles-Castellznos et al, 2004), in the VMH, the RFS group did not show temporal

fMuctuations associated with meal tme, while an antcipatory activation was observed in the PME

group (Fig. 4). For the DMH and PVN the 1 iy ANOVA indi i effect in the
factors group, time and in the group X time interaction. For the LH the two way ANOVA
indicated a difference due to group and for the VMH a difference due to time and group X time
{see Table 13 After mterruption of palatable-meal access, in the A-PME group a general decrease
of c-Fos-IR was observed resulting in comparable Jevels as 1n the AL control group and no

ilk were of d iated with the expected palatable meal time (Fig. 4). The two-
way ANOVA showed significant effects in the factor group for the DMH, LH and PVN and a
sigmificant effect in the ume factor for VMH. In the SCN no ¢-Fos-IR entrainment was observed
in the RFS group nor m the PME group, however, significant difference due to the time was

indicated by the ANOVA (Fig. 5, Toble 1) After ption of the i 2 non

fluctuating pattern was observed in both AL and A-PME groups (Fig. §; Table 1), The two-way

ANOVA indicated a significant difference between RFS and PME groups (Table 1),

¢-Fos expression during RFS and PME in the limbic system

For all limbic structures cell counts were significantly higher in the PME group than the RFS

group. In the PME group a peak of c-Fos express 1pati ime was observed at ZT4
and ZT6 (Figs. 6-7). Due to the high counts in the PME group, in the graphs this increase is not
evident for the RFS group, but a further one way ANOVA indicated significant effects due 10
time (Acc-Co, Flzny=4.203p<0.01, Acc-Sh, Flxu 11 116,p=0.002; CeA, Flru)=5.56,p<0.01,
PFC, Fla.1s)=15.54,p=0,0002)

Alfter interruption of PME a different ¢-Fos-IR. pattern remained between the A-PME and the AL
{Fig &) For all the nuclei evaluated (Acc-Co, Acc-Sh, CeA and PFC) at ZT4 thers was a

sigmificant increase of c-Fos-IR in the A-PME group anticipating expected meal time, The

12




ANOVA indicated significant effects due to the group, time and group x time interaction factors

(Table 2)

DISCUSSION
This study shows that entrainment with a tasteful palatable diet can elicit anticipatory activity in

rats, and that this behavior persisis in the absence of the palatable meal at least for 4 cyeles,

i1 g that a fian clock h is | d In contrast, metabolie vanables like

meal, but were

glucose and FFA serum were not ined by the pal
entrained by RFS as previously reponted (Escobar et al, 1998, Martinez-Merlos et al., 2004). In
addition, we found that under palatable meal entrainment, nucler of the limbic system, but not of
the hypothalamus, exhibited a clear c-Fos-IR increase anticipating palatable-meal access, while

RFS also d nucler m the hypott

In spite that locomotor activity was entrained by a dailv palatable-meal, glucose and FFA were
not, suggesting that allemation of fasting-feeding intervals are necessary to entrun metabolic
vanables as observed in the RFS group. In contrast such a condition is not necessary to produce
AA, and the reward properties of taste are suffictent for entrmnment. These resulls suppornt
previous studies in which nutritive food or palatable meal are clearly sulficient 1o entrain the FEO
in animals without or with & mild food depnvation (Abe and Rusak, 1992; Mistiberger and
Rusak, 1987). Because palatable meal for this swedy was 5 g of chocolate we cannot discard that
the daily high caloric ingestion due to the palutuble meal plaved a relevam role to produce
entrainment. Previous studies have demonstrated that high calone value and not the volume, is
necessary to produce AA (Stephan, 1997), In the present study, the 5 g of chocolate were not

sufficient 1o modify the nocturmal regular food mtake which remmned similar for the PME group

as the RFS group (data not shown) However, nor did they have the swength to entrain
metabolism

The intensity of AA in PME group was lower than that observed in RFS rats. We suggest that

food-emrunment due to RFS an d food dnven ion linked with the
metabolic fluctuations due to fasting-feeding intervals, while with a palatable-meal

Tudes this balic al ion and only involves the motivational dive Thus the difference
n AA in both paradigms may reflect the different regulatory systems

volved. Previous evidence has shown that RFS entrmn behavioral and metabolic rhythms as

well as heral osci (Davidsen et al,, 2003; Martinez-Merlos et al., 2004, Yamazaky,

2004} Present data indicate that PME does not modify bolic rhythms. Furth

activation of brain regions suggest that the b Ived in i by RFS are
different from those underlying PME

In a previous study, we described i in the DMH and LH of ¢-Fos-IR by RFS while the

entrained pattern persisted in fasting for several cyveles indicanng that these nuclei can be
mvolved in the clockwork of FEO { Angeles-Castellunos et al, 2004), In addition, the increased c-
Fos-IR 1n the PVN after feeding suggests a relevant role for this hypothalamic structure as a

central input pathway to FEO (Angeles-Castellanos et al,, 2004). In the present study we found

similar results in the hypothalamus of rats under RFS, ing the rel of hy

nucler in food-emramment. [n contrast, c-Fos exp in the hypothal did not show an
entrained pattern by a palatable-meal without food restriction This suggests that c-Fos-IR

patterns entrained by RFS in the hyp are 4 with boli i and

because PME rats did not undergo an alternating long fasting' short feeding condition, this

response was not evoked i the hypothalamus.




As previously descnbed c-Fos-IR in the SCN was not entrained by RFS {Angeles-Castellanos et
al, 2004, Damiola et al, 2000, Hara etal, 2001, Wakamatsu et al, 2001}, nor was it entramed by a
palatable-meal. It is well documented that the light-dark cycle is the main zeitgeber for the SCN
and only under an extreme catabolic state feeding schedules can affect its phase or ts response to
light (Challet et al,, 1997,1998; Kalsbeek et al. 2000) Thus, we conclude that because PME does

not chall the bl dition, c-Fos-TR in the SCN was not affected

In rats under PME, several regions of the limbic system showed a peak expression in c-Fos-IR
during AA and o the time of palatable-meal access (ZT4, ZT6), Tivs response was also observed
with lower amplitude in rats under RFS, suggesung that in both entrminmem conditions Acc-Sh,
Ace-Co, CeA and PFC are involved in the manifestation of AA Present data sre in ngreement
with a previous study in which we have descnibed an increase in ¢-Fos expression anticipating
meal-ime in both regions of the nucleus accumbens in rats under RFS (Mendoza et al in press)
in additon, a previous stedy in mice showed clock genes entrmnment under RFS in the conex
and hippocampus, both peaking in phase with AA (Wakamatsu et al., 2001} The increased
cellular activation during AA can be associated with the increased state of arousal and food
ariented drive that animals exhibit anticipating mealtime, it can also be due to the expectation of
food reward. Cther studies have related the cellular activation in the nucleus accumbens core and
prefrontal cortex with the expectation of reward by a tasteful diet and evoked by changes in
dopamine release (Bassaero and D Chiara, 1999) Because c-Fos-IR was significantly higher in
PME than RFS rats, we suggest that under PME the rewand or hedomc system was manly
implicated and could have been the main underlying process promoting behavioral activation,
while in RFS metabolic processes also play a role

In the CeA, there was also a clear increase in ¢-Fos-IR mn animals under PME, which was also

higher than the acuvation in the RFS group. The CeA 1s anather relevant structure implicated in

15

anticipating reward and motivational processes evoked by taste and food (Giraudo et al,, 1998;
Berridge, 2003} The amygdala is considered as part of the limbic taste pathway and has a
relevant projection to the hypothalamus for the control of food intuke (Pewovich et al, 2002), In
the present study c-Fos-IR in the CeA can be related to the motivational response to the taste of
chocolate. These results find support in sumilar expenments in which tasteful feeding evoked c-

Fos-IR in the CeA (Kim, et al. 2001). Also, CeA lesioned rats displayed lower preference for

latabl harine solution as compared to control rats (Towzani et al, 1997),

Interestingly, we showed c-Fos-IR at ZT4 in the limbic structures after 4 days of PME

This 1510 with the beb ] of AA in PME rats.
‘This ohservation indicate that limbic structures are Ived in the motivational resp to taste
and due to the persi may i ill of FEO (Fig 6) Present evidence as well as

previous studies (Amir et al, 2004, Wakamatsu et al, 2001) suggest that some nuclei in the

limbic system can express d Il and p of the food patterns.
Thus, limbic structures may play a relevant role for AA as components of the distributed multi-

il system that i the FEO

In conclusion, presemt data that support the hypoth that beh: and in the limbic
system are entruined by a tsteful pelamble meal While RFS affect central and penipheral

systems related to holic balence, including the hypothal PME specifically involve

regions of the brain linked with motivational states, such as the nuclei of the limbic system. Thus,

the mechanisms involved in PME are different from the mechamsm invelved in food entrainment

by RFS. The present evid of two di i iated with food
supports the proposal that the FEQ may be a multi-oscillatory system distnbuted over different

regulatory systems

l&
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FIGURE LEGENDS
Fig 1. Double plonted actograms of locomotor activity of rats entrained to RFS (A) or 1o a daily

bl I (B) In the each line rep a day of recording. Top bars rep

the light-dark eycle Vertical bar in A indicates meal time during RFS (gray) and days of total
food deprivation (while square) Gray triangles in B indicate the beginning and the end of PME
respectively. Note the persistence of AA after to interruption of the palatable meal access for at

least for 4 cycles.

Fig 2. Mean activity waves for jocomotor activity in RFS (white aircles) and in PME (black
circles) groups during ad fibirem (A, D), dunng entrainment (B, E) and for the 3 days in food

deprivation (C) or 4 days ing i ption of p le meal (F). Horizontal black bar

indicates meal time and vertical line indicates palatable meal time (B, E). Horizontal white bar
and dotted line indicate time of expected meal time Values represent mean « SE. * post-hoe

tukey p<0.05

Fig 3. Serum concentration of glucose (GL) and free fatty acids (FFA) during RFS (black circles)
or PME (white circles) Arrows indicate time of food and palatable-meal access. * post-hoe tukey

p<0.05 between groups, ¢ post-hoc tukey p<0.05 between temporal points for RFS group.

Fig 4. Len panel shows number of ¢-Fos-IR cells in the dorsomedial hypothalamic nucleus

(DMH), lateral hypothal (LH), lar hyg nucleus (PVN) and

ventromedial hypothalamie nucleus (VMH) of RFS group (@) and PME group (o). Right panel
shows c-Fos-IR expression of AL animals (A) and A-PME group (4). Arrows indicate meal time



or palatahbl | access ® posi-hoc tukey p<00S5 between groups,  post-hoc tukey p<il0s Table |, F and p values obtained with the two-way ANOVA for independent measures for the

between temporal points in & group group rumber of c-Fos-IR in the hypothalamus between RFS-PME and AL-4-PME
“RCTEUS/ CONDTIoN [GROUT TIME GROUF X TIME
Fig 5. Number of ¢-Fos-IR cells in the suprachizsmatic nucleus (SCN) of RES group (e). PME HI5vs PME Rian r Feean L2 Fean E
G 01 o001 Zaih G001 7974 o001
group (©), of AL (&) and A-PME rats (&) Indications as in Fig. 4, Arrows indicate meal time. or | " 1EST  0.0001 1048 NS 1649 NS
o N 12853 000! 2122 Qo001 25.00 00001
palatahle-meal access * past-hoc tukey p<0.05 between groups VA 1024 NS 1123 00002 1178 00002
SC mio 0002 100 N3 1.145 NS
Flg 6. Left pmnn! shows the number of c-Fos-IR cells in the both regions core and thell of the AL vs A-PME (E:T] ] Fizam 4 Fiaan [
nucleus accumbens (Acc-Co and Ace-Shy, the central nucleus of amygdala (CeA) and prefrontal an“ ;::: :xl I‘I'::S 2 l":: ::
conex (PFC) of RFS group () and PME group (0}, and in the night panel of AL (&) and A- :“:' ‘:::‘;’ M::' :::: o':' f“:: ﬁ
PME rats (4). Other indications a8 in Fig 4 Arrows indicate meal time and palatable.meal o S8 A i i ezl 3

access * post-hoe tukey p<0.0S between groups, + post-hoc tukey prO.05 between temparal

points for PME group

Fig 7. R h i phs of e-Fos-IR in Ace-Co. Ace-Sh, CeA and PFC of PME

animals at the three ZT points evaluated Dored lines define corresponding area. Scale bar, 120

Hm ac, anterior i LV, lateral




Table 2 F and p values obtained with the two-way ANOVA for independent measures of the

number of c-Fos-IR in the limbic system between RFS-PME and AL-A-PME

WUCLEUS/CONDHTION GROUF TIME GROUP X TIME
RFS vs PME Firan 3 Fizan : ] Tean v
Acc-Ca 4215 2.0001 4.00 o0l ] [t
Acc-5h 69.57 Q0001 1R M 1088 Q0004
CeA TLET a.0001 1887 .00 0.0001
FFC 12530 Q0001 .14 a0z o002
AL vs A-PME Titzn r | [FE21) r Tizzn r
Acz-Co T8} Q000 1442 Qoo 1404 o002
Acc-5h A6 A4% Q0001 16.93 00001 13,38 Q. 2
Cea 59 0.0001 2761 Q.0001 2358 Q.0001
FFC A81.52 00001 2936 o.0001 2702 G000
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Abstract (245 words)

Food i a potent zeitgeber for peripheral oscillators but not for the master circadian clock,
the suprachiasmatic nucleus (SCN), which 15 entrmined principally by the hght-dark cycle
Huowever, when food anains specific properties in quantity and quality, it can be a potent
zeitgeber even for the SCN Here we evaluate whether daily scheduled consumption of a
palatable meal, withowt reguler food deprivation, entrains the circadian rhythm of

locomotor activity, serum glucose and free fattv acids (FFA), and the ¢-Fos and PER-1

protein expression in the SCN, Rats in i ived a pal meal for 5
weeks starting in the middle of subjective day. Locomotor activity showed entrainment

when a relauon d was established b activity offset and palatable meal

time. Glucose and FFA also showed i with a main

ul the time and 4 hours after meal access respectively. In the SCN, the main expression of
c-Fos and PER-1 was observed at the time and 8 hours after polatable meal access

respectively. PER-1 showed a peak during the onset of subjecuve night as expected. In

addition, ¢-Fos and PER-1 ion in the par icul: ic nucleus (PVT) of the

thalamus, a principal inputs to the SCN, also showed to the palatable-meal,
suggesting that this nuclens may be involved as an input pathway to the SCN for palatable
food-entrmnment, These results demonstrate that the reward properties of food, which

evoke an increase in the motivational state of amimals, can entrain the SCN.




Introduction (496 words)

In mammals, circadian rhythms of physiology and beh are g d by an

endogenous circadian clock located in the suprachiasmatic nucler (SCN) of the

hypothalamus (Klein et al,, 1991), The molecul g rhythm gy

1 Frpdback

has been proposed as intetlocked positve and nega
loops of clock genes and their protein products (Reppent & Weaver, 2001; Hasungs er af
2003) Emrainment of the SCN, is dependent on both photic and non-photic cues { Daan &
Pitendnigh, 1976; Mrososvsky, 1996). For photic entrainment light acting via retinal
afferent  through  the retinohypothalamic  track using  glutamate like principal
neurotransmitter (Guillete & Mitchell. 2002), and a rapid induction of the pers and per2

genes in the SCN after light stimulation at might (Albrecht ef al., 1997) For non-photic

the thal i iculate leaflet (IGL) and the dorsal raphe nucleus, using

ide ¥ and pectively, are the principal pathways to the

SCN (N L 19960 M H & Monn, 1996} In addinon, also a
gl gic proj from the | icular thal nucleus (PVT), has been

d 1o be Ived for photi (Moga, e al, 1995, Mopa & More,

1996, Mrososvsky, 1996). Contrary to photic entrainment, animals are most responsive to
non-photic cues during the day with large phase advances of locomotor rhythmicity and
anenuate the nomally ligh daytime levels of ¢-Fos, Perd and Per? genes i the SCN
(Mead e af . 1992, Mrososvsky, 1996, Mikkelsen et af , 1998, Mavwood ef af, 1999,

Honkawa er al ., 2000}

Reswicted feeding schedules (RFS) entrain clock genes expression in peripheral oscillators
but not in the SCN (Damiola ef al., 2000; Stokkan et al, 2001; Wakamatsu et al., 2001)
However, a timed caloric restricted feeding (CRF) entrains the rhythms of locomotor
activity und body temperature of rats in constant darkness (DD), and alters the phase angle

of photic of these circadian rhythms in animals exposed to a light-dark cycle

(LD, suggesting that, i absent of u LD, CRF 15 a potent zeitgeber for the SCN (Challer et
al, 1996a) and in LD affect the entrainment of SCN 1o ¢ LD cycle (Challet et af,, 19973,

1998)

During CRF a critical ic change is d for entrain the SCN, however, an

evident motivational process, by food restriction, 15 also implicated and could be relevant

for the i by CRF. C with this view, previous studies showed
entranment of locomotor activity, and c-Fos expression in several nuclei of the limbic
system by a palatable-meal, suggesting that the hedonic value of food is relevant for

emrainment (Mistlberger & Rusak 1987, Abe & Rusak, 1992; Mendoza er al, 2004),

On the basis of these evidences, we proposed that the SCN is sensitive only to the reward
propenties of food. For this purpose. circadian rhythms of locomotor actvity, metabolic
parameters and ¢-Fos and PER-1 proteins expression in the SCN were determined in rats
entrained 1o a palatable-meal without food restriction and in DI, In addition, we tested the

role of IGL and PVT as a prncipal entrainment pathways to the SCN.



Materials and methods

Animals and Housing

Male Wistar rats weighing 230-250g at the beginning of the experiment were housed in
mdividuals transparent acrylic cages (30 X 45 X 20cm) in 8 temperature-controlled
environment (224 1°C) undera 12:12-h light-dark cvele (lights on at 0700) with free access
1o foed {rodent laboratory chow 5001) and water, Expenments were approved by the
natonal guide of care and use of ammal expenimentation of Mexican faws (Decreto ley de

proteceion a los animales del distrito federal).

Experimental design

For the first phase of the expeniment. to asses i rals were
o constant darkness (DD with free sceess to food and water, and were rundomly assigned
w one of two groups. a palatable-meal entrained group (PME, n=8) in which onimals
received 5g of tasty-meal (chocolate bar contaimng 10% of proteins. 51% of carbohyvdrates
and 34%5 fat for a caloric value of $50kcal/100g ) at 1400 h external time (nearly the middle
of subjective day from all ammals) without regular food (chow) deprivation, and a control
group manipulation (n=8) in which ammals were awaked ot 1400 h external time by an
investigator with a level agitation of the cover of the cages over 10 seconds. sumulating the

o whether beh |

amval of palaable meal This group was desi

bl I } causes

(due w rep d di by the
entrainment of locomotor actvity. For a baseline all animals were i DD with food and

water adf libitum at least for 25 days. Animals were entrained for 6 weeks. according to its

assigned protocel. After interruption of entrainment protocols, all animals remained for
other 3 weeks under behavioral recording

Due to a clear behavioral entrainment in PME rats but not in the control group, we decided
in o the second phase of the experiment, evaluate cellular and metabolic entrainment only
in the PME group. A secomd set of amimals were entrained 1o PME under the same protocol

as in the previous behavioral analysis In the last day of entrainment, animals were killed

and brains and blood samples were ined for i hi istrv and free fatty acids

(FFA) and glucose determinations in 6 temporal points at 4-h intervals 1w obtain a 24 h

cycle (=4, per poral point), beginning at zewgeber time 0 (ZT0 was designed as

palatable meal-time)
Activity recording

To assess locomotor activity, rits were housed individually i transparent acrylic cages (30
X 45 X 20 cm) and maimained in a soundproof room under DD and constant temperature
(22 £ 1°C). Locomotor activity was continuously recorded with infra-red detectors located
on the walls of the cage. Movement counts were stored at 15 min intervals for further

analysis. Double-plotted sctog were and analyzed for each animal using the

SPAD] (Sistema de procesamiento v adquisicion de dmos Version 1.1.1.) designed in our

lab.

Period of activity rhythms

Free-running periods (r) were estimated for the davs under regular food ad lthutum

ding the palatable meal (PME), for days with a stable entrainment to the

palatahle meal and after the PME by %* periodogram amlysis using SPAD1. The first days




after the PME were skipped 10 minimize the effect of possible transiem cycles after
entramnment. In addition. the period of the activity rhythm before, during. and afier PME

was estimated by fitting a regression line through the calculated onsets

Immunocytochemisiry
Rats were anaesthetized (pentobarbital, 200 mg/kg) and perfused intracardially with 250 m|

saline (0,9%) followed by 250 mi of cold 4% paraformaldehyde in | M phosphate buffer

(PB; pH 7.2). Brains were d and postiixed for 1h and cryop d in 10, 20 and
30% sucrose solutions in 0.1 M PB overnight. Sections (40 pm) were eut through the entire
SCN, PVT and IGL using a cryostat Alternate frec-floating sections were incubated in a
goat anti-mPER 1 anibody (1:1000) diluted in phosphate buifer saline rabbit serum tnton
(PBSRT) and another set was incubated in a rabbit polyclonal anti-cFos antibody (Sama
Cruz Biotechnology, USA) diluted 1:2500 during 72 b at 4°C. Following incubation in the
primary antibody, sections were nnsed i PBS and incubated for 2 h at reom temperature
with a biotinvlated anti-rabbit 1gG made in goar (Vector laboratories), diluted 1:200 in
PBSGT for c-Fos and with a biotinylated anti-goat 1gG made in rabbit diluted 11200 in

PBSRT for PER-1. The tissues were rinsed again 3 times for 10 mmutes and then were

incubated for 2 h at room temp in avidin-biotin-p dase complex (0.9% avidin
and 0.9% bwotn solutions, Vectastain Elite ABC Kit: Vector Labs) and washed agam 3
times for 10 minutes in PBS. Finally sections were reacted with the avidin-biotn-
immunoperoxidase technique using diaminobenzidine (0.5 mg/ml, in tnzma bufter 7.2)

DAB as the ch with hvdrogen ide {35ul, 30% HiO:), nickel-coball (200pul,

10%), After this final reaction, sections weré mounted i gelatin-coated slides, and

dehydrated through a series of aleohols, cleared with xylene, and coverslipped with

Permount (Fisher Chemicals)

Cell counes

For quantification of ¢-Fos and mPER 1-immunoreactive (ir) cells, cell counting of printed
images from mid-SCN, anterior-PVT and IGL was conducted by two observers who were

blind 1o the expenimental conditions

The number of c-Fos and PER-1 posmive nucler were counted umlaterally in matched
coronal sections from PME rats. Sections were selected in accordance with the stereotaxic
atlas from Paxinos and Watson: SCN and anterior-PVT interaural + 7.70, 1GL interaural ~
4.80 (Paxinos & Watson, 1998). Images were examined under a light microscope (Nikon

Echipse E600) and d ata 10X if using a ized image analysis

svstemn (Meta Vue series 4.5, Uni | imaging carporation). Cells i positive for -
Fos and PER-1 were counted manually only in one side of each section. To mimmize the
number of false positives, backgrounds optical density (OD) was established in a nearby
region lacking immunoreactivity, and stained cells that reached or surpassed three times the
00 background, were considered positive, whereas cells under this staining threshold were

discarded.

Determination of free fatty acids and glucose
For free futty acids (FFA) and glucose determinations, blood samples were obtained from

each animal of the cava vein at the moment of perfusion. Blood samples were collected in



eppendorfl tubes containing a clot-activator gel For obtain the biood serum, blood samples

were centrifuged at 2500 rpm during 15 min. Aliquots of 100 ul sample were for free fany

acids by using colory Is as previously described | Escobar et ol ,
1998) and glucose was determined with a 10 ul sample using a commercial colonmetnic kit

{(Hycel No 70408, 5t. Lows MO}

Statistical analyses

Date from all experiments are expressed as means + SEM. c-Fos and PER-1
expression, FFA and glucose concentrations were evaluated with one-way ANOVA for the
factor time for independent measures. For penod changes analysis we used a two-way
ANOVA for the factors group and experimemal condition for repeated measures. In
addition, we used a correlation coefficient and r-test to evaluate the relation between the
endogenous periodd (1) and rate of entramment All analysis were followed by a wkey
multiple-comparations post-hoc test with a a set of p<005 Statistical analysis was

performed with Statistica version 4 5 (StatSoft, 1993)

Results

Behavioral entrainment

Locomator activity rhythms were d under dark cond All

animals displayed a stable fi g nctvity rhythms with an average free-running

period of 24.18 £ 0.03 h for control group and 24 17 £ 0.03 h for PME proup, that were
=zimilar between groups Animals used as a control group recesving datly behavioral

activation, by the simulanion of food arnval, do not showed entrainment, the free running

9

peried remained with an average of 24.21 £ 0.04 h, indicating that behavioral activation
was insufficient strength to entrain the circadian acuvity rhythm (Fig. 1) In contrast
anmals of PME group showed a clear entrainment to the meal access, adjusting the offset
of activity with the time of zeitgeber (Z1-0) with a period of 24.01 2 0,01 h (Fig 2). There

n period t proups dunng entraimment

were  obvious
(F{L14}=10.97,p<0.005). In PME rats, the rate of entrainment was different between amimals
depending of the endogenous period, animals with a short period [ast more days to
entrainment than ammals with a long endogenous period (Fig 3} This correlation was
stanistical sigmificant (r=4.73; p<0.003), After this nme, at the end of entrmnment, the

activity rhythms of PME rats remained with a period similar to that during entrainment,

di a of the ioral rthythm d 1o the meal (Fig. 2).

The period in contral animals continued 1n free running as in the previous conditions (Fig.

1}

Free fatty acids and glucose entrainment

in PME animals, FFA were i d significantly 4h after to palatable meal time at ZT4

(Fig 4. F(s.1s)=4.204;p<0.01). In the glucose concentrations, there was an increase at the

ume of meal access (ZT0), and this increase d with o less ion at ZT4 and
ZT8 (Fig 4) In addition, a peak at the onset of activity was evident, but not similar in
concentration to the peak at ZT0 (Fig 4) The ANOVA indicated a difference in the time of

glucose concentrations (F(s.17)=9.069, p<0 0002)



c-Fos and PER-lexpression

The number of ¢-Fos-positive cells was increased in the SCN at ZT0, in the time of
palatable meal access, which also coincided with the offset of acuvity (Fig 3). The one-
way ANOVA revealed that for c-Fos in the SCN there was a sigmificant main effect on time
(Fi{2,18)=4 679,p<0.006) Because animals of ZT0 point during PME were without the
palatable meal until the sacrifice, the ¢-Fos expression at this pont was considersd like an
anticipatory activity point. For PER-1 expression there was a clear and significantly rhythm
of expression with a main number of PER-1 immunoreactive cells at ZT8 {onset of activity)
and a less number of PER-1 immunoreactive cells at ZTO (offset of activity) (Fig 5,
F(.10)=17 5 1,p<0,00001 )

In the PVT, there was a clear rhythm in the expression of ¢-Fos and PER-1. The main
expression of ¢-Fos and PER-1 was at ZT0, at the palatable meal time, which was in phase
with the offset of activity (Fig &) The statistical analysis confirmed these qualitative
observation, showing a significant difference between the temporl points evaluated (c-Fos,
Flran)=3.492.p-<0.02; PER-1, F{s.10j=4.758;p<0.006).

In the 1GL, also there was a rhythm in the ¢-Fos expression with a main expression at
ZT16, at the muddle of activity phase (Fig 7). However, no significant difference were

detected by the one-way ANOVA between the different times (F{116)=2 583 NS).

Discussion
These studies demonstrate the potent entrmining effect of a palatable meal on the

circadian pacemaker in rats. The emranment effect was evident in two outputs of the SCN

as the circadian rhvthm of | activity and the daily concentration of glucose.

Moreover, both temporal c-Fos and PER-| expression in the SCN also showed entrainment

1o the p meal, indicating that the hanism was modified by the

entrainment. [n oddition, the c-Fos expression in the PVT, as a non photic pathway of
entrainment, suggest that this structure could be one of the main pathway for entrainment to

the palatable meal.

Behavioral entrainment

Our results suppont previous studies that showed the entrminment of locomotor
actvity in hamsters by a palatable diet (Abe & Rusak, 1992), This entrainment was only in
the PME rats, but not in the behavioral activation control group In despite that there are

several studies that showed by bel | activation, suggesting that arousal is

a potent zeitgeber for the SCM, in all these studies the behavioral manipulation is for long
umes (Ih a1 least) with or without exercise (Hastungs er al., 1992, 1998; Mrososvsky, 1995,
1996; Antle & Mistlberger, 2000). In the present study the behavioral manipulation was
very short, only for 10 seconds, then an entrainment effect was not possible.

In PME rats, the entrainment of locomotor activity was in phase with the offset of

activity, indicating u phase relationship b the phase of zeigeber (palatable meal) and

the end of the locomotor activity pattem. These results are similar to previous studies with
non photic entrainment, in which there was a similar phase relationship between the

b 1 dmini or forced runming in @ wheel) with the offset of

activity in diunal rodents (Slotten et af, 2002, Hut e ol 1999) Additionally in non
human primates also there is an entrainment of locomotor activity, when the time of

zetigeher (activity pulse) 15 in phase with the onset of activity (Glass et al, 2001).




For the phese relation between the zeigeber and the offset of the circadian rhythm
of locomotor activity, and because the endogenous period (1) of locomotor activity was

adjusted to the period of zeitgeber (T, palatable meal ) we Juded that locomotor activity

was entramned to the palatable meal. In the other hand, the rate of entrainment was
depended of the . Rais with 2 T close to 24 h take a long time 1o establish a clear
entrinment, whereas rats with a + > 24 h showed an entrainment in less days This
confirms that the  of the clock is determinant for the number of cycles to establish a phase

rhythm (Aschof, 1984, Pittendrigh,

lationshi the zefrgeher and the end
1984)

A previous study showed emrmnment of the locomotor scuvity and PER-2 protein

expression in the SCN of mice by feeding schedules (Castillo, ef af, 20041 In this study a

paradigm with long entrainment times was used, mice ok on average 12 weeks 10

blish an to the schedule feeding, suggesting that is a paradigr

with several days during this digm 10 blist In addinon, n this

previous paper, the schedule feeding was of & hours of food access, indicating that a caloric
restriction is not necessary for entrainment. In the present study, the animals were not under
regular food restriction, supporting the previous results that is not necessary a catabolic
state by long times of fasting for entrainment. However, in contrast to the previous study,
with a palatable meal entrainment was nol necessary long times of éntrainment, several
ammals took only five davs to establish a clear entrainment, and amimals that needed more
days to entrnment, wok 3 weeks. That indicare that in our protocol of food entrainment is
not necessary long times of éntrainment, and that is more important the hedonic value of

the e meal for estab the i Then we suggest that patency of food 0s a

zeitgeber depends of the change in the motivational state of animals by the palatability of

meal That support previous studies that has reported that the motvanonal value of some

non photic cues as brain stimulation or a place prefe is relevant for phase shifts in the

dian | activity of | (Cain et al, 2004ab)

In the other hand in both the previous and the present paper mice and rats
respectively were under DD, indicating that in the absent of the pnincipal zeirgeber (LD

cycle) for the SCN, a palatable meal can be a potent zestgeber. This is supported by

previous papers that suggest the rel of the Iy tgebers for the
potency of food as a zeugeber for the SCN (Challet er al,, 1998). In ammals under DD a
timed caloric restriction is a potent zeitgeber for the SCN entraiming the circadian rhythms
of locomotor activity and body temperature (Challet e al., 1996a). In addition, clock genes
expression in the SCN could be entrained by timed calonc restriction (Challet, er al,
unpublished data).

In contrast when ammals are entrained to hypocalone restncted feeding under a LD cycle,
there is an alteration in phase angle of the locomotor activity, melatonine rthythm and body
temperature to the LD cycle, and of the clock genes expression in the SCN (Challet er al.,
1997a, 1998, 2003, Mendoza e al,, unpublished data)

In rats entrained to a palatable meal under a LD cycle, there are not entrained of the

locomator activity neither c-Fos expression in the SCN, in contrast there are a clear food

i ator (Mistlb

anticipatory activity component which depends of food BT
1994) but not of the SCN, suggesting that when a LD eyele 15 present, this is more potent
zeirgeber for the SCN than regular food or palatable meal (Challet er al., 2003; Mendoza et

al, 2004),




Previous studies using another kind of non photic cue to entrmn the ¢lock, also has been in
animals under constant conditions of light (Hut er al, 1999; Slotten er al , 2002; Glass e

al., 2001), avoiding the competition between seftgebers (LD cyele vs non photic cue)

Metabolic entrainment

The plasma concentrations of glucose were ined to the palatable meal sl g 3 peak
at the onset of activity as has been reported (La Fleur ef af, 1999), but in addition, a clear
response 1o the palatable meal was observed with a high merease i plasma glucose

at the palatable meal time There is a rhythm in the concentrations of

glucose that depends of the SCN, which influence in peripheral tissues as the liver and
pancreas through the autonomic nervous system (La Fleur ef ol 1999, Buys & Kalsbeek,
2001). The nse of plasma glucose concentrations 1n rats 15 @t the end of the hight penod
before to the stant feeding, suggesting that this rhythm is endogenous and not the result of
feeding (La Fleur eral, 1999) In the present study, the peak in the glucose concentration at

the beginning of activity reflects the entrainment to the palatable meal,

The increase at the palatable meal time 15 a resp 1w high of

bohyd of chocolate (51% of carbohyd: J, and perhaps this could be powerful by
an increase of plasma corticoesterone. The peak of blood glucose concentrations ocours at

the same time that peak of dian rhythm of (Kalsbeek ef al, 1996, La

Fleur er af . 199%). In additton, dunng food anticipatory activity there 1 an increase of

meal time (Dinz-Mufioz er af,, 2000, Maninez-

Merlos e al, 2004} PME ammals showed a level increase in behavioral activation

anticipating palatable meal time, then perhaps also there was an increase in concentrations
of corticoesterone anticipating meal time, which powerful the glucose concentrations.
In the other hand, FFA concentration showed an increase at ZT4, four hours after to the

palatable meal time. Because there is not a circadian rhythm in the FFA concentrations

(Ezcobar ef af., 1998}, this peak is only a resp 1o the high fat ined in the palatab)

meal (34% fat). In addition, the increase in FFA concentrations by the palatable meal was
after to the meal time, contrary 1o the increase duning restricted feeding schedules (RFS) in
which there is an increase anticipating meal time (Escobar er al,, 1998, Martinez-Merlos et
al, 2004). That confirms that animals entrained to the palatable meal were not in a
catabolic state as by RFS, and suggest that the 1asty and reward properties of food is the

relevant characteristic to entrain.

Entraining the clockwork mechanism

The present findings demonstrated that ¢-Fos in the SCN can be emtrained by the

meal, showing the hase of main c-Fos expression at ZT0 (the p meal

time). Previous studies has reported a rhythm in the mRNA and protein expression of ¢-Fos

int and rats maintained under DD, b ing around dawn (Sumovi et al,, 1998,

Guido et al, 1999, 1999b) In the present study the rhythm of ¢c-Fos protein expression
was in phase with the offset of activity and the palatable meal time, indicating that there
was @ clear entramment ¢ffect due to the palutable meal. However, the increase in c-Fos
expression by the palatable meal is similar 1o the induction of c-Fos and per/ in the SCN by
alight pulse (Guido er af, 19990, Albrecht er af,, 1997) In contrast, non photic stimulation
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a d in the c-Fos expression (H: gs, ef al, 1998, Mead er al, 1992,




Biello eral, 1994, Mikkelsen & Mrososvsky, 1998; Antle & Mistlberger, 2000} and in the
per! and per2 genes in the SCN (Maywood et al, 1999; Horkawa er af | 2000, Maywood
& Mrosovsky, 2001). This reduction in c-Fos and clock genes expression has been
proposed as the mechanism 1o reset the clock by non photic cues (Maywood ef al | 1999),

In the present study, the entramment with a palatable diet, as a non photic cue,

showed opposed effects in the c-Fos expression in the SCN, suggesting that behavioral

ion, which prod an inhibition of ¢c-Fos and clock genes as perl (Mead
eral, 1992; Antle & Mistlberger, 2000; Maywood er af, 1999), m PME animals was not
the stimuli to produce the increase in c-Fos expression, and perhaps the mechanism for

emrainment to a palatable diet could be another one. In addition, that suggest that the

hedonic value of food 15 very imp for i as the

In the other hand, the circadian rhythm of PER-1 showed a main expression at ZT§
and ZT12, at the onset of activity, and the less expression at ZT0 at the palatable meal time
Animals entrained 1o 2 LD cyele or in DD showed similar pattems of PER-1 expression,
with a peak at the onset of activity and a decrease at the end of activity phase (Reppert &
Weaver, 2001, Hastngs er af,, 2003). Then in the present study we demonstrated that the
circadian rhythm of PER-1 was entrmined to the palatable meal. That support previous study
in which the temporal pattern expression of PER-2 protem in mice entmined to a feeding
schedule is similar to the temporal pamtern in PER-1 in the present study, with a main
expression at ZT-12 and a less expression at 2T-24 (Castillo et of , 2004), However, similar
to the expression of c-Fos by a non photic cue, the per! and per2 expression showed a

then the hanism for palatable meal

reduction in the SCM by non photic

entrainment perhaps is different to the photic and non photic entrainment

The two major inputs 1o the SCN implicated in non photic are the serotoninergic
afferents form the median raphe (Mever-Berstein & Morin 1996) and the NPY input from
the IGL of thalamus (Mrosovsky, 1995, 1996) Locomotor activity induces c-Fos

in NPY & ity cells in the IGL (Mrosovsky, 1996; Janik er af,

1995). In the other hand bilateral electrolviic lesions of the IGL in hamsters blocks phase
shifts by senal arousal (Maywood ef al, 1997), suggesting that IGL input to the SCN is
relevant for non-photic entrainment, in which an increase in ¢-Fos activation in IGL
produces a decrease in ¢-Fos expression in the SCN, possibly by a gabaergic stimulation, to
reset the clock. Moreover, 1GL lesions blocks the phase shift of locomotor activity and

body by an i with a hypocaloric diet suggesting an important role of

1GL duning food entrainment with a hypocaloric diet (Challet er of,, 1996h),
However, in the present study, ¢-Fos expression in the IGL was increase at ZT16, at

the middle of the phase activity. That is in agree with previous studies that showed that the

induction of activity produce an increase in c-Fos in the IGL (M ky, 1996;
Janik er af, 1995). Moreover, this increase of c-Fos in 1GL coincided with the less ¢-Fos
expression in the SCN at the middle of the activity, However, at ZT0 in the palatable meal
time, there was not an induction of c-Fos expression in the IGL. and was the time of main
e-Fos expression in the SCN, suggesting that the entrainment by the palatable meal is not
under the same mechanism than for others non photic cues through the IGL

in the other hand, the IGL receives a bilateral projection from the retina, from the
ganglion cells that project to the SCN through the retinohypothalamic tract (Pickard, 1935).
The induction of c-Fos in the IGL by light depends of this projection with the retina, and in
ammals entramned to a light dark cycle there 15 a rhvthm in the ¢-Fos expression with an

acrophase at the middle of rest phase (Edelsten & Amir, 1996; Challet er al, 1997b).




Because the rhythm of ¢-Fos in the IGL in the present swudy was at the muddle of
activity phase of rats, in antiphase with the ¢-Fos expression as in previous studies, that
suggest that in despite that the 1GL is not the principal pathway to entrain the SCN, the c-
Fos activity in IGL was changed by the palatable meal

The PVT is another input to the SCN and 1s a relevant structure for photic and non
photic entrainment { Amir & Steward, 1996, Mrososvsky, 1996; Moga ef af . 1995)

In the present study, the increase of c-Fos expression in the PVT at ZT0 in PME rats
could be due to the increase in behavioral activation of animals motivated by the palatable
meal. and perhaps this is the neural pathway to entrain the SCN

Ligth stimulation induces c-Fos expression in the PVT at the onset of acuvity in rts

(Challer er al,, 1997b). M, . electncal or chemical stimul in the PVT produce
phase shifts in the circadian rhythm of locomotor activity similar to the phase-shift by light

pulses (Salazar-Judrez e af , 2002), 2 @ similar in the of

SCN activity by light stimulation through the retina and the stimulation of PVT. That
depends for the release of glutamate from both retina and PVT, and its action i NMDA

and non NMDA in the SCN (Komt etal., 1990, Moga & Moore, 1996)

The mcrease in the c-Fos expression in the PVT and in the SCN by the palatable

meal, suggest that perhaps this is hanism 0 this i In addition, for the

relevance of PVT in the sleep-wake cvele, principally with wakefulness, enhanced
vigilance (Novak & Nafiez, 1998, Novak ef al, 2000) and thewr relationshup with nucler
relevant for the control of arousal as the noradrenergic system from the locus coeruleus and

from the scrotoninergic system from the medial nucler of mphe (Jones & Yang 1088,

Vertes & Martin, 1988), the beh | ation for the ivation evocated by the

meal 15 d for the FNT and the SCN

In the other hand, the PVT has reciprocal connections with several nucler of the
limbic system as the bed nucleus of the stna tenminalis, the septum, the amygdala, the
infralimbic cortex, the ventral striatum, the hippocampus and the ventral tegmental arca
(VTA) of the midbrain (Moga, er al, 1995, Su & Bentiboglio, 1990). All these nuclei are
also relevant in the arousal, behavioral activation and in the reward processes, then the
reward value of the palatable meal is a key factor for the activation of all these nucler and
the PVT. In addition, the neuronal activation of PVT is associated with consummatory

beh {Rob & Mishkin, 1968) and an increased of dopamine utilization in the

nucleus accumbens (Jones, et al.. 1989) which is associated with the reward processes.

The release of dopamine from the neurons of VTA to relevant structures for the

rewnrd processes as the nucleus bens, the amygdala and the prefrontal cortex due to
hedonie value of food (Basssero & DiChiara, 1999; Berridge, 2003). The release of
dopamine from VTA could be stimulated by the cellular activation of PVT, then an acute
release of dopamine due to the palatable value of meal also produces an increase in the c-
Fos expression in PVT, and then the entrainment of the SCN.

The PVT also reccives projections of several nuclei form the brainstem as the

solitary tract nucleus and the parabraquial nucleus (Saper & Loewy, 1980; Herbert ef al,

1990). These structures are relevant for the taste of meal. The p ble meal
used in the present study (chocolate) 1s highly tasty and could be activated the nuclei in the
brainstem and then the PVT, suggestng again that the hedonic value of a tasty meal is
relevant for entrmnment.

in the other hand, previous studies has showed a circadian pattern in the c-Fos

expression in PVT, which is in relation with activity phase of both diumnal and noctumal

amimals, suggesting the role of this nucler with the wakefulness in the sleep-wake cycle In
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despite that there is a clear circadian thythm in the c-Fos expression in the PVT, (Novak &
Nufiez, 1998), also seems that there is a circadian rhythm in the PER-1 expression in this
nucled (preserit study) There 15 not a clear evidence that the PVT 15 an autonomous
circadian oscillator, or 1 the oscillanons in ¢-Fos and PER-1 depends of the SCN
However, due to the circadian patterns of ¢-Fos and PER-1 showed an entrainment of its
acrophase to the palatable meal time, we suggest that of this is o circadian oscillator it was
entraimed to the palatable meal

Another possibility for the entrminment of the SCM by a palatable meal is that
several structures in the brain which showed to be circadian oscillators or entrained to food,
as the bed nucleus of stnas terminalis (Amir ef al,, 2004), the olfactory bulb (Granados-

Fuentes er al,, 2004), the prefi ! cortex and h s (Wak etal, 2001;), the

caudate-putamen and parietal cortex (Masubichi. ef al., 2000) and the nucleus accumbens

and amygdala (Mendoza er al, 2004), b strongly { by the p ble meal

and this promoted a coupling between them and with the SCN (Reppen & Weaver, 2002)
In summary, the present results demonstrate strongly that a daily palatable meal

intake causes in not only and rhythms. two principal

outputs of the clock, but also cellular chythms in the SCN clock rhythm, indicating that the

reward properties of food. that prod a change un the motivational state of animals, 15 a

kev factor in the food 1o be a potent zeitgeber for the SCN
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Figure legends

FIG. 1. Two representative double plotted actograms of locomotor activity rhythms of rats
used in the induced activity pulse as a control group. A 10-5 of manipulation of the covent
of cage was delivered over 6 weeks (designed by the vertical lines) in animals with a free
running activity under constant darkness (DD) In the actograms, days are indicated
vertically from each line and time 15 indicated horizontally. The black top bar represents the

DD conditions

FIG. 2. Double-plotted actograms of 4 rats entraned to a daily intake of palatable meal
(PME]). 5 g of a palaiable meal (chocolate bar) was delivered over & weeks (designed by the
vertical lines) in animals with a free runming activity under constant darkness (DD)

Honzantal black bar in the top ind the DD conditi A in the left panel are

two examples of amimals with an endogenous penied (1) close to 24 h, and actograms of the
night panel are two examples of animals with » 7 longer than 24 h. Note that the rate of

entrainment depends of the ©

FIG. 3. Rel hip & the endog period (t) of locometor acuvity thythm and
the number of days required 1o establish an i to the palatable meal time (rate of
entrainment)

FIG, 4. Serum concentration of glucose and free fatty acids (FFA) across 0 24 h cvele under
DD in PME rats. Arrows indicate time of palatable-meal access and hatched area represents

the activity phase of locomotor activity, * post-hoc tukey p=0.05 between temporal points

A

FIG. 5. (Top) Mean (# SEM) number of ¢-Fos and mPER-1 immunapositive cells in the
SCN across the 24-h cycle in PME rats. Armow indicates time of palatable-menl access and
hatched area represents the activity phase of locomotor activity. * post-hoc tukey p<i 05

graphs of coronal sections

between temporal ponts. (Bonom) R ive
of the SCN, expressing c-Fos and PER-1 immunoreactivity, sampled every 4 h across the
24 h eyele of PME rats under DD. Arrow indicates palatable-meal sccess and hatched area
represents the activity phase of locomotor activity ® post-hoc tukey p<0.05 between

temporal poims. 3V, third ventricle; OC. optic chiasm. Scale bar, 120 um.

FiG. 6, (Top) Number of e-Fos and PER-1 immunoreactive cells in the PVT nucleus of

PME rats. (Bottom) R ive ph i hs of coronal sections of the PVT

expressing c-Fos and PER-1 immunoreactivity across the 24 h cvele of PME mts under
DD Indications as in Fig 5. 3V, third ventnicle Dotted lines define comesponding area.

Scale bar, 120 pm.

FIG. 7. (Top) Mumber of ¢-Fos immunoreactive cells in the IGL of PME rats. (Bottom)

Rej ive ph icrographs of c-Fos-1R in the IGL across the 24 h cycle of PME mats

under DD Indications as in Fig 5. Dotted lines define corresponding area. Scale bar, 120

pm

n
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