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RESUMEN 

Los horarios restringidos de alimen to (HRA) generan conducta de anticipación y sincronizan ritmos 
fisiológicos aún en animales con lesiones del núcleo supraquiasmático (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 sugiere que durante la 
sincronización por alimento están implicados mecanismos metabólicos y motivacionales. Para explorar el papel de los 
mecanismos motivacionales en la sincronización por alimento este estudio fue dividido en 3 fases experimentales. 

Debido a la relevancia del núcleo accumbens como una es tructura importante para la expresión de conductas 
mo tivadas de acuerdo a sus divisiones ventromedial (Acc-shell) y dorsolateral (Acc-Core), en el primer experimento 
exploramos su papel en la sincronización por alimento. Utilizamos la técnica inmunohistoquímica para la proteína c­
Fos como un marcador de activación neuronal y evaluamos el efecto diferencial de lesiones excitotóxicas con NMDA 
en Acc-Shell y Acc-Core sobre la sincronización conductual y fi siológica a HRA. Los resultados mues tran que en Acc­
Shell hay un incremento de la inmunoreactividad de c-Fos por la sincronización, principalmente durante la ingestión, 
mientras que la expresión de c-Fos en Acc-Core incrementó durante la ingestión y también anticipando la hora de 
llegada del alimento. Todas las ratas exhibieron ac tividad ele anticipación al alimento (AA), sin embargo, la AA 
incrementó en los animales con lesiones en Acc-Shell y fue casi ausente en los animales con lesiones en Acc-Core, 
indicando un papel diferencial entre ambas regiones en la expresión de la AA. Las concentraciones de ácidos grasos 
libres (AGL) se sincronizaron en ambos grupos lesionados, pero el nivel basal fu e más bajo en las ratas con lesiones en 
Acc-Core. 

Para explorar si la motivación generada por el alimento es suficiente para sincronizar al OSA, en el segundo 
experimento evaluamos en ratas, mantenidas ad libitum, si el acceso fijo diario a un alimento apetitoso sincroniza la 
actividad locomotora y las concentraciones de glucosa y AGL en plas ma. La respues ta de las ratas sincron izadas a un 
alimento apetitoso (SAA) fue comparada con la de ratas sincronizadas a HRA. Además, utilizarn os inmunohi stoquímica 
para la proteína c-Fos para identi ficar estructuras en el s isten1a nervioso central involucradas con es ta s incronización. 
Las ratas mostraro n AA al acceso diario al alin1ento apetitoso, aunque con n1enor intensidad que las ratas sincronizadas 

a HRA, mientras que la glucosa y AGL no se sincronizaron. La AA persis tió al menos por 4 ciclos después de 
interrumpir la SAA, sugiriendo que esta persistencia depende de un oscilador circadiano. La expresión de c-Fos en 
núcleos del sistema lírnbico se presentó anticipando y respondiendo al tiempo del acceso al alimento, sugiriendo que 
estas estructuras pueden estar involucradas con la expres ión de la AA y la sincronización a un alimento apetitoso. 

Un tercer experin1 ento fue diseñado para evaluar si la motivación dada por el alin1en to es suficiente para 
sincronizar al NSQ en ausencia de un ciclo luz-oscuridad. Evaluamos si la SAA, sin una privación ele alimento regular, 
sincroniza la actividad locomotora, la expresión de las proteínas c-Fos y PER-·1 en el NSQ, el ritmo circadiano de 
glucosa y las concentraciones de AGL. Animales en oscuridad constante fueron Si\A iniciando a la mitad del dia 
subjetivo. Cuando el final de la actividad locomotora ajustó su fase al momento de acceso al alimento, el ritmo de 
activ idad locomotora en libre corrinuen to se sincronizó a la hora del alimento apetitoso. Las concentraciones de 
glucosa mostraron sincronización y un incremento de sus concentraciones por la inges tión del alimento. En el NSQ la 
expresión máxima de c-Fos fue en ZT -0, ajustada al momento de acceso al alimenco, y PER-1 mos tró su máxima 
expresión en ZT-8, en concordancia con el ciclo de actividad. Además, la expresión de c-Fos y PE R-1 en el núcleo 
paraventricular del tálamo (PVT), una de las principales en tradas hacia el NSQ, también mos tró sincronización al 
alimento apetitoso. 

E n conclusión, estos da ros indican que los mecanismos motivacionales que subyacen a la ingestión de alimento 
son relevantes para la sin cro nización por alin1ento y que (1) el núcleo accumbens es i.tnportante para la sincro nización 
conducnial y metabólica por alimento. Las dos regiones del núcleo muestran un papel clifercncial durante la 
sincronización. A demás, (2) para la sincronización por alimento, no es necesaria la privació n de ali.mento (un estado 
catabólico), un incremento en el es tado motivacional, por las propiedades reforzantes del alimento, es su ficiente para 
sincronizar la AA, y estructuras del sistema lírnbico están involucradas con esta sincronización. Finalmente, (3) el NSQ 
puede ser sincronizado por un alimento apetitoso bajo condiciones ad libit11m. Las propiedades reforzantes del alimento, 
que producen un incremento en el estado motivacional, ejercen influencia en la sensibilidad del NSQ para responder a 
seiiales de sincronización por alimento, donde el PVT puede ser una de las principales vías para sincronizar al NSQ a 
un alimento apetitoso. 



ABSTRACT 

Restricted feecling schedules (RFS) produces food-anticipatory activity (AA) and entrainment of physiological 
rhythms 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 quali ty, it can 
become a potent zeitgeber for the SCN, suggesting that for food entrainment, metabolic and motivacional 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 motivacional 
behaviors and in accordance with its anatomical divisions, ventromedial (Acc-Shell) and dorsolateral (Acc-Core), in the 
first experiment we explored its role in food-entrainment. \\le uscd the i.mmunohistochcmical technique to thc protein 
c-Fos as a transcriptional activation marker and wc tested the differential effect of Acc-Shell and Acc-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 cxpression in the Acc­
Core region was increased during feeding and also anticipating mealtime. Ali rats cxhibited food-anticipatory activity 
(AA), bowever, AA was increased in Shell-lesioned animals and was almost abolished in the Core-lesion rats, indicating 
a differential role bet:ween the two subregions on the exprcssion of AA. Free fatty acids (FFA) were entrained in both 
lesioned groups, but the basal leve! was lower in Core-lesion rats. 

To explore if the food-driven motivation is sufficient to entrain the FEO, in thc second experiment, we 
evaluated in rats maintained ad libitum wbether daily fixed access to a bighly palatable-meal (PME), entrains locomotor 
activity, serum glucose and FFA concentrations. The entrained response of PME rats was compared with rats entrained 
to RFS. In addition, we used c-Fos-IR to identiíy structures in the central nervous sys tem involvcd in tbis entrainment. 
Rats showed AA to a daily palatable meal, although witb a lcsser in tcnsity tban rats cntrained to RFS, whcreas glucose 
and FFA were not entrained. AA persisted at least for 4 cycles aftcr intcrrupting P!VfE, sugges ting that thi s persis tcnce 
depends on a circadian oscillator. c-Fos expression in limbic system nuclei was in phasc witb AJ\ and meal time, 
suggesting tbat these structures may be involved with the expression of AA and the palatable meal entrainment. 

1\ third experi.ment was designed to evaluate whether thc food-driven motivation is sufficient to entrain the 
SCN in absent of a light-dark cycle. Here we evaluate whctber PME, withou t normal food dcprivation, entrains 
locomotor activity, c-Fos and PER-1 protein expression in the SCN, circadian rhythm of glucose and FFA 
conccntrations. Animals in constant darkness were entrained witb a palatable meal daily starting at tbe middle of 
subjective day. \\lhcn the offset o f locomotor activiry adj usted its phase to tbe palatable meal time, tbe free running 
rhyth m of locomotor activity was entrained to the palatable mea! access. G lucose conccntrations showed cntrainment 
and an increasc in its concentra tions by the palatable meal intake. In the SCN c-Fos exprcssion peaked at ZT-0 adjusted 
to palatable meal time and PER-1 showed its maximal expression at ZT-8, in accorclance with the activ ity cycle. In 
addition, c-Fos and PER-l cxpression in the paraventricular thalamic nucleus (PVT), one main inputs to the SCN, also 
showcd en trainment to palatable-meal time. 

In conclusion, these data indicate that mo tivacional mechanisms are relevant for food entrainment and that (1) 
the nucleus accumbens is involved in behavioral and metabolic food-entrainment. The two subregions showed a 
di fferential role during entrainment. In addition, (2) for food entrainment, food deprivation is not necessary (a 
catabolic state), an increase in motivacional statc by the reward properties o f food is sufficient to entrain behavior, and 
strucn1res in thc li.mbic sys tcm may be involved in palatable meal entrain rnent. Finally, (3) thc SCN can be entraincd by 
a palatable food in ad libit11m conditions. The rcward properties of food , that produce an increasc in motivational state, 
exert an intense influence on tbe sensi tivity of the SCN to food-e ntraining signals, where thc PVT can be one of the 
main pathways to entrain thc SCN to a palatable meal. 
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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 Ritmos circadianos 

Una de las propiedades inherentes a la vida es la presencia de ritmicidad. La existencia de 
patrones rítmicos en las expresiones conductuales y fisiológicas de todos los organismos es una 
característica esencial, ya que les confiere temporalidad interna que los capacita para anticiparse y 
prepararse a demandas y cambios ambientales relevantes para su supervivencia. A pesar de que 
existen una serie de fluctuaciones ambientales con diferentes periodicidades, es evidente que los 
cambios geofísicos que suceden cada 24 horas, por la alternancia de día-noche debido a la rotación 
de la Tierra, tienen gran influencia sobre los procesos biológicos (Moore-Ede y col. 1982). 

Los ritmos circadianos tanto conductuales como fisiológicos, que aunque son influenciados 
por el ambiente, se manifiestan de manera endógena gracias a la existencia de sistemas internos de 
medición temporal o relojes biológicos. Estos tienen la característica fundamental de generar 
oscilaciones cercanas (pero no iguales) a 24 horas (circa=cercano; diana= día). La expresión de tales 
ritmos continúa aún cuando los organismos son temporalmente aislados de información periódica 
del medio, fenómeno conocido como oscilación espontánea, que es una clara evidencia de un 
proceso autónomo de medición de tiempo circadiano. En humanos, un ritmo circadiano es el ciclo 
sueño-vigilia, junto con el cual se ven acompañados una serie de cambios fisiológicos también con 
características circadianas (Figura 1) como por ejemplo oscilaciones en la temperatura corporal, la 
cual disminuye durante la noche junto con un incremento en la liberación de la hormona melatonina 
Oo cual promueve el sueño), la liberación de hormona luteinizante, los niveles de cortisol plasmático, 
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). 
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~I 
Figura 1. Variación circadiana en algunos 
parámetros fisiológicos en humanos bajo 
un ciclo luz-oscuridad representado por 
las barras blancas y oscuras superiores 
respectivamente. De arriba hacia abajo, 
ciclo sueño-vigilia, temperatura corporal, 
secreción de hormona de crecimiento y 
niveles de cortisol plasmático (Tomada de 
Moore-Ede y col. 1982) 



En los manúferos, incluido el hombre, hasta la fecha se ha podido identificar que una serie de 
estrcuturas en el sistema nervioso central (SNC) así como órganos 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 jerárquica, en donde un reloj central mantiene el control de todos los demás osciladores 
circadianos con el fin de proveer un control rítmico de todas las funciones del organismo (Reppert y 
Weaver, 2002). E l control rítmico de todos estos osciladores depende del reloj circadiano central: el 
núcleo supraquiasmático (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 núcleo supraquiasmático (Balsalobre, 2002). 
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Figura 2. Un sistema circadiano en mamíferos en el que un reloj central, capaz de generar un tiempo 
circadiano autónomo en su acti,,idad y recibir información ambiental de tiempo, promueve y mantiene la 
ritmicidad circadiana sobre una serie de osciladores periféricos para la expresión de los ritmos tanto 
conductuales como fisiológicos del organismo. 

1.2 E l núcleo supraquiasmático: reloj circadiano maestro 

A pesar de que a principios del siglo 20 Caja! había demostrado la existencia de un tracto 
nervioso que conectaba a la retina con el hipotálamo, a nivel funcional no se había explicado la 
existencia de dicho tracto . Fue hasta el afro de 1972 cuando dos grupos independientes demostraron 
la relación de tal sitio en el hipotálamo para la expresión de ritmos circaclianos hormonales y 
conductualcs. Las lesiones de esta zona anterior del hipotálamo denominado núcleo 
supraquiasmático (NSQ), y que se conectaba con la retina, eliminaban tanto el ritmo de 
corticosterona como el de la ingestión de agua en ratas, lo cual lo hacían una estructura determinante 
en la expresión de los ritmos circadianos (Moore y Eichler, 1972; Stephan y Z ucker, 1972). 

El NSQ, considerado como el principal reloj circacliano, se encuentra en el hipotálamo 
anterior justo por arriba del quiasma óptico. Cada núcleo se compone de aproximadamente 15,000 
neuronas de las cuales, cada una es capaz de generar y mantener oscilaciones circaclianas 
autosos tenidas en su ac tividad eléctrica (Welsh y col. 1995), en la captura de glucosa (Schwartz y col. 
1987) y en la expresión de genes (Y amaguchi y col. 2003), características que las define como células 
reloj. 
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1.2.1 Características anatómicas del NSQ 

El NSQ se ha subdividido en dos regiones anatómicas, una dorsalmedial (shell), caracterizada 
por la secreción de vasopresina (VP), y una región ventrolateral (core) caracterizada por la expresión 
de péptido vasoactivo intestinal (VIP). Además de la secreción de estos péptidos, las células del NSQ 

también utilizan como neurotransmisor el ácido y-amino butirico (GABA). Ambas divisiones del 
núcleo proyectan hacia una serie de estructuras dentro y fuera del hipotálamo para el control 
circadiano de diversas funciones en el organismo. A través del núcleo paraventricular hipotalámico 
(PVN) controla la ritrnicidad circádica de la actividad del eje adrenocorticotrópico, así como el 
control del ritmo de la hormona melatonina en la glándula pineal y de ciertas funciones viscerales a 
través de ganglios autonómicos (Buijs y Kalsbeek, 2001). Por otro lado, a través del núcleo 
dorsomedial hipotalámico (DMH) mantiene el control circadiano del ciclo sueño vigilia por su acción 
en el sistema orexigénico en el hipotálamo lateral (Abrahamson y col. 2001; Chou y col. 2003). Sin 
embargo, una de las eferencias de mayor densidad es hacia la zona subparaventricular, así mismo 
hacia el área preóptica y el núcleo ventromedial (VMHJ en el hipotálamo. Otras eferencias del NSQ 
hacia estructuras fuera del hipotálamo proyectan hacia núcleos como el paraventricular talámico 
(PVT) así como hacia el septum y el núcleo del lecho de la estría terminalis (BNST), sitios neuronales 
que son determinantes en el control circadiano principalmente del ciclo sueño-vigilia. (Figura 3; 
Moore y Leak, 2001). 
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F igura 3. Representación esquemática de la organización anatómica del NSQ. Tanto la región dorsomedial 
(shell) como la región ventrolateral (core) contienen un gran número de osciladores circadianos que son 
acoplados entre ellos a través de un mecanismo gabaérgico. Sin embargo, una diferencia específica entre los 
grupos celulares de cada región, es la expresión de neuropéptidos. Mientras que en la región shell expresan 
vasopresina (VP) como principal neuropéptido, en la región core es el péptido vasoactivo intestinal (VIP). 
Una de las aferencias más importantes para el NSQ es la proveniente de la retina, mientras que una de sus 
mayores eferencias es hacia la zona subparaventrcular (SPVZ). Sin embargo, otras aferencias y eferencias son 
determinantes para el funcionamiento del NSQ. DMH, núcleo dorsomedial hipotalámico; HIL, hojuela 
interginiculada lateral del tálamo; POA, área preóptica; PVN, núcleo paraventricular hipotalámico; PVT, 
núcleo paraventricular talámico; VMI-J, núcleo ventromedial hipotalámico; 3V, tercer ventrículo. 
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Así como el NSQ envía información a ciertas estructuras para la transmisión de un riUno 
biológico, también recibe aferencias de otras mediante lo cual puede procesar información temporal 
que lo sincronicen. La aferencia mejor caracterizada es una proyección directa de la retina a través del 
tracto retinohipotalámico. El NSQ también recibe una aferencia indirecta de la retina a través de la 
hojuela inrtergeniculada lateral del tálamo (HIL) por el tracto genicoculohipotalámico. También 
inervan al NSQ el núcleo del rafé en el mesencéfalo, el PVT y ciertas regiones de la corteza, (Figura 
3; Moore y Leak, 2001) . 

Por otro lado, dentro del mismo núcleo la sincronización o acoplamiento entre sus neuronas 
depende del GABA, lo que indica que a pesar de la capacidad intrínseca 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, ¿cómo puede cada célula del NSQ mantener oscilaciones de manera autónoma? La 
identificación de genes específicos dentro del núcleo ha dado esta respuesta. La maquinaria 
molecular del NSQ depende de asas de retroalimentación autosostenidas en los procesos de 
trascripción-transducción, que se basan en la expresión rítmica del RNA mensajero y su producto 
final la proteína, de una serie de genes reloj bien identificados (Reppert y Weaver, 2001). Tres genes 
periodo (per1, per2 y per3) muestran oscilaciones de su RNA mensajero con un pico máximo de 
actividad durante el día (Figura 4). La trascripción de estos genes depende ele la dirnerización de dos 
factores ele trascripción, llamados CLOCK y BMAL 1, los cuales activan dicha trascripción por unirse 
a la región promotora de pe1: Esto conforma el asa positiva del mecanismo circadiano. Por otro lado, 
la dimerización de CLOCK y BMAL1 también promueve la trascripción de dos genes cryptocromo 
(cry 1 y C1JZ) , los cuales al traducirse en su proteína, forman el asa negativa inhibiendo la trascripción 
rítmica de per y cry por su unión a CLOCK y Biv1AL1 (Figura 4; Reppert y Weaver, 2001). Sin 
embargo, aunque parece que per )' C1J son los genes determinantes en el mecanismo molecular de 
oscilación del NSQ, existe o tra serie de genes que también participan en el establecinuento de 
oscilación del reloj (Reppert y Weaver, 2001; Has tings y col. 2003). 
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Figura 4. (A) Mecanismo molecular del NSQ, en el cual se involucran asas de retroalimentación positivas y 
negativas en la expresión de una serie de genes reloj para la manifes tación rítmica de los procesos biológicos 
de un organismo. Los mecanismos de oscilación es tán mediados por la expresión de los genes per y cry a través 
de la dimerización de CLOCK Y BMALl y su adhesión en las E-box. Dicha dimerización es inhibida a su vez 
por las pro teínas PER y CRY lo que cierra el proceso oscilatorio. O tros 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 expresión del ritmo circadiano (Has tings y 
col. 2003). (B) Expresión circadiana del RNA mensajero as í como de su producto final la proteína de una serie 
de genes reloj en el núcleo supraquiasmático. El proceso de traducción entre el RNA y la proteína tarda 
aproximadamente 6 horas para los genes per, siendo el punto máximo de expresión del RNA a la hora 
circádica CT6 y para la proteína en CT1 2 (modificado de Reppert y Weaver, 2001). 

1.2.3 Sincronización luminosa y no luminosa del NSQ 

Otra de las características 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 es tar en fase con las variacio nes m ediambientales a 
las cuales es tán expuestos. E l N SQ se encuentra es tratégicamente posicionado por arriba del quiasma 
óptico para recibir in fo rmación luminosa del exterior a través de vías tanto directas como indirec tas 
de la retina. Por tal m otivo, el principal sincronizador (o señal ambiental) para el NSQ es el ciclo luz­
oscuridad. La sincronización a la luz se lleva acabo por un ajuste de la fase y periodo del reloj, y 
depende del momento del ciclo del día en el cual la luz es percibida por la retina. 

La exposición a la luz durante la noche circadiana incrementa la tasa de disparo de las 
neuronas del NSQ, así com o la expresión de genes reloj. A nivel conductual, la exposición a la luz 
genera un cambio de fase (un desplazamien to de una oscilació n a lo largo del tiempo) en la actividad 
del animal, el cual puede ser un retraso (el animal inicia su actividad más tarde de lo esperado) o un 
adelanto (el inicio de la actividad es más tempranamente) dependiendo de si la luz se aplicó al inicio o 
al fin al de la noche circadiana respectivamente (t-1eijer, 2001; D aan y i\scho ff, 2001 ). 

D irectamente, el NSQ recibe in formación nerviosa proveniente de las células ganglionares de 
la retina a través del tracto retino hipotalám.ico. La in fo rmació n luminosa es timula fotorreceptores de 
la retina los cuales liberan glutamato como principal neurotransmisor, és te a su vez ac tiva receptores 
N MDA y no NMDA en el NSQ, lo cual lleva a una serie de eventos intracelulares 
(calcio / calmodilina, MAP cinasas) mediados por la liberación de calcio intracelular que llevan a la 
fosforilación de la pro teína de adhesió n a un elemento respo nsivo a AMP cíclico (cAMP), lo cual a 
su vez promueve la expresión nuclear de genes como cfos y pera través de la adhesión a un elemento 
responsivo de cAlVIP locahzado en los promo tores de dichos genes (Figura 5) . 
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Figura 5. La estimulación luminosa activa 
células ganglionares de la retina las cuales a 
su vez liberan glutamato en la terminal 
sináptica del tracto retino hipotalámico 
(RHT) estimulando receptores de dicho 
neurotransmisor (N.MDA) en las neuronas 
del NSQ. Esto promueve un incremento en 
las concentraciones de calcio intracelular 
(Ca2+) y una activación de cascadas de 
ciertas moléculas (MAPK, CaMK, etc.) que 
posteriormente llevan a la expresión de 
genes como per (Modificada de Reppert y 
Weaver, 2001). 

No solamente esúmulos luminosos pueden tener un efecto sobre la sincronización del NSQ. 
Una serie de esúmulos de carácter no luminoso han sido descritos como poderosos sincronizadores, 
entre ellos, principalmente la inducción de actividad locomotora, la administración de algunos 
fármacos, la privación de sueño y la exposición a intervalos de oscuridad, los cuales a diferencia de la 
luz tienen efectos opuestos en cuanto a la expresión de genes y los cambios de fase producidos 
(Hastings y col. 1992, 1998; Mead y col. 1992; Mrososvsky, 1995, 1996; J\ntle y Mistlberger, 2000; 
Mendoza y col. 2004) 

A nivel conductual, los estímulos no luminosos, generan principalmente grandes avances de 
fase cuando se ap lican durante el día 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 supresión de genes como per, 
en la hora en la cual los niveles de dicho gene son máximos, que como consecuencia trae el avance 
de fase del reloj (Maywood y col. 1999; Horikawa y col. 2000; Maywood y Mrosovsky, 2001) . 

Los mecanismos neuroanatómicos que subyacen a la sincronización 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 tálamo, a través del tracto geniculo­
hipotalámico utilizando como principal neurotransmisor el neuropéptido Y PY), como de los 
núcleos del rafe a través de una vía serotoninérgica y del PVT utilizando al glutamato como 
neurotransmisor (Figura 6; Meyer-Bernstein y Morin, 1996; Mrosovsky, 1996). Por ejemplo, la 
administración de serotonina o NPY in vivo generan cambios de fase y una supresión en la 
expresión de genes reloj similares por la exposición a ciertos esúmulos no luminosos (Biello y col. 
1994; Marchand y col. 1997; H orikawa y col. 2000; Maywood y col. 2002). Por otro lado, lesiones ya 
sea de la HlL o de las vías serotoninérgicas hacia el NSQ bloquean los cambios de fase por esúmulos 
no luminosos (Biello y col. 1991; Wickland y Turek, 1994; Cutrera y col. 1994; Penev y col. 1995; 
Maywood y col. 1997). 
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1.2.4 Sincronización por alimento del NSQ 

Figura 6. Corte sagital de un 
cerebro de rata en el cual se 
muestra la localización del NSQ, 
así como de sus aferencias por las 
que tanto estímulos luminosos y 
no luminosos pueden sincronizar 
al reloj. Glu, glutamato; HIL, 
hojuela intergeniculada lateral; 
NPY, neuropéptido Y; NSQ, 
núcleo supraquiasmático; NRD, 
núcleo dorsal del rafe; NRM 
núcleo medial del rafe; PVT, 
núcleo paraventricular talámico; 
5-HT, serotonina. 

Además de la sincronización luminosa y no luminosa al N SQ, existe otro tipo de 
sincronización que por sus características debería de ser clasificada como no luminosa, sin embargo, 
los mecanismos tanto neuroanatómicos como fisiológicos y m oleculares que subyacen a la 
sincronización no luminosa han mostrado no ser los mismos para la sincronizació n 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 po tente para el NSQ, algunos experimentos han d emostrado que bajo ciertas 
condiciones medioambientales y del propio alimento, el NSQ puede responder e incluso 
sincronizarse por el alimento (Challet y col. 2003). 

E n rato nes expuestos a una oscuridad constante, la restricción de alimento no cambia la fase 
de expresión de genes reloj en el NSQ (Dam.iola y col. 2000; Hara y col 2001; Wakamatsu y col. 
2001 ). Sin embargo, cuando la restricción de alimento es con una dicta hipocalórica y en oscuridad 
constante, el alimento es un sincronizaclor potente, mostrando sincronización ele los ritmos ele 
actividad locomotora y ele temperatura corporal (Challet y col. 1996a). Acle.más, con la sincronizació n 
con una dieta hipocalórica en animales en oscuridad constante, la expresión ele genes relo¡ en el NSQ 
muestra una relación de fase co n el tiempo ele acceso al alimento (Challet y col. 2003). P or otro lacio, 
en ratas desnutridas, los cuales también se encuentran en una situación metabólica crítica, la 
restricción ele alimento sincroniza el ritmo de ingestión de agua bajo condiciones ele oscuridad 
constante (Salazar-Juárez y col. 2003). 

Con es tos elatos se ha demostrado que la res rricción temporal ele alimento , cuando es de tipo 
hipocalórica o en animales bajo una situación metabólica crítica (animales desnutridos) y en 
oscuridad constante, tiene fuerza para sincronizar al NSQ, indicando que bajo un es tado crítico de 
alimenrnción y con la ausencia del sincronizaclor principal (ciclo luz-oscuridad) se puede afectar al 
N SQ. 

La competencia entre sincronizaclores es un factor determinante para es tablecer 
sincronizació n sobre el NSQ (Challet y col. 1998) . Bajo un ciclo luz-oscuridad la restricción ele 
ali.mento no modifica los patrones rítmicos ele expresión ele los genes reloj en el NSQ (Damiola y col. 
2000; Hara y col. 2001; Stokkan y col. 2001; Wakamatsu y col. 2001), ni ele la expresión de la proteína 
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c-Fos (Angeles-Castellanos y col. 2004). A nivel conductual tampoco se ve un efecto claro por la 
restricción de alimento en animales bajo un ciclo luz-oscuridad, en algunos casos, se ha podido 
observar una reducción de la actividad nocturna durante la restricción de alimento (Mistlberger, 
1994; Stephan, 2002). Sin embargo, nuevamente, cuando la restricción de alimento es hipocalórica 
puede generarse una alteración en el ángulo de fase de la sincronización al ciclo luz-oscuridad (Figura 
7; Challet y col. 1997a,1998). 

o 6 12 18 o 

Tiempo(h) 
6 12 18 

Figura 7. Actograma en representación 
doble de la actividad en rueda de ejercicio 
de un ratón bajo un ciclo luz-oscuridad 
12-12, indicado por las barras superiores 
blancas y oscuras, y sincronizado a una 
dieta hipocalórica, indicado por la flecha 
vertical. Note como antes de la 
sincronización a la dieta hipocalórica 
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 sincronización 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 

Aunado a esto, la respuesta tanto conductual como la expresión de genes reloj en el NSQ a 
un pulso de luz se ve alterada en ratones bajo condiciones de restricción a una dieta hipocalórica 
(Mendoza y col. datos no publicados). 

Estos resultados demuestran que bajo ciertas condiciones específicas de restricción de 
alimento, como una dieta hipocalórica, el NSQ puede llegar a responder a este tipo de estímulos, y 
que además la respuesta dependerá de las condiciones de luz en la que se encuentren los animales; 
bajo un ciclo luz-oscuridad existe una alteración en ángulo de fase en la sincronización al ciclo, y una 
alteración en la respuesta a la luz tanto a nivel conductual como molecular, mientras que bajo 
condiciones de oscuridad constante el alimento tiene la fuerza para sincronizar al NSQ. 

¿Por qué solamente bajo condiciones críticas de alimentación puede sincronizarse al NSQ? El 
mecanismo molecular del NSQ depende de dos factores de trascripción CLOCK y BMAL1 para la 
expresión de genes como per y cry, sin embargo, la unión de estos dos factores de trascripción 
depende del estado oxido-reducción (REDOX) celular (Rutter y col. 2001). Esto sugiere que cuando 
la restricción de alimento es con una dieta hipocalórica, puede llegar a ser un potente sincronizador 
para el NSQ, alterando claramente el estado REDOX celular. 
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1.3 Los osciladores periféricos 

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

La retina es uno de los primeros órganos que mostró oscilaciones circadianas autosostenidas 
in vitro (Tosini y Menaker, 1996). Sin embargo, la caracterización de genes reloj en el NSQ ayudó para 
poder identificar la expresión de estos genes en otros sitios dentro y fuera del SNC y así 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 núcleo lecho de la estría 
terminalis (Masubuchi y col. 2000; Wakamatsu y col. 2001; Granados-Fuentes y col. 2004; Amir y 
col. 2004), mientras que en la periferia, órganos como el hígado, el pulmón, el riñón, el corazón y el 
músculo (Figura 8), no solamente expresan genes, sino que además dicha expresión muestra 
oscilaciones circadianas (Sakamoto y col. 1998; Yamazaki y col. 2000). Más aún, se ha podido 
demostrar que una línea celular de fibroblastos in vitro, puede mostrar oscilaciones circadianas en la 
expresión de genes relo j inducidas por un shock de suero (Balsalobre y col. 1998). 
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Figura 8. Ritmos de expresión de genes reloj en diversos tejidos de mamífero in vitro. La expresión circadiana 
de peri no solamente se ha podido demostrar en el NSQ (A), sino también en el músculo esquelético, el 
hígado y el pulmón (B), y a nivel del sistema nervioso central en diversas estructuras (C) como la hipófisis 
(PIT), el núcleo arqueado (AN) del hipotálamo y la glándula pineal (PIN) (Yamazaki y col. 2000; Abe y col. 
2002). 
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El tiempo de oscilación de los genes reloj en tejidos periféricos parece ser similar entre estos, 
es decir hay una relación de fase entre sus patrones temporales de actividad (Damiola y col. 2000; 
Balsalobre, 2002), en contraste, en comparación con el NSQ, hay un retraso de 6 a 8 horas en el 
patrón temporal de expresión 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 relo j central para sincronizar, ya sea 
a través de señales nerviosas o humorales (Buijs y Kalsbeek, 2001 ), a los demás 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. per1 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 periféricos (Cermakian y col. 2001). Por o tro lado, 
además de los factores de trascripción CLOCK y BMAL1, otro factor de trascripción homólogo a 
CLOCK se ha identificado al menos en estructuras del cerebro anterior. NPAS2 es un factor de 
trascripción que sólo se encuentra en regiones como la corteza, el hipocampo y el estriado. Debido a 
que NPAS2 puede di.merizar con Blvf.AL1, para la trascripción de genes como per y a;¡1, ha sido 
considerado como un componente molecular determinante al menos para los osciladores circadianos 
en estructuras del cerebro anterior (Reick y col. 2001 ). 

1.3.2 Sincronización de los osciladores periféricos 

La sincronización del NSQ es principalmente de tipo luminoso, sin embargo, ¿cómo 
sincronizar a los osciladores periféricos? En algunas especies como el pez cebra, la luz puede actuar 
como sincronizador de los osciladores periféricos debido a la exis tencia de fotorreceptores locales en 
los tejidos periféricos (Whitmore y col. 2000). Sin embargo, en mamíferos la sincronización por luz 
de los tejidos periféricos se ha propuesto ser de manera indirecta, es decir a través del NSQ, el cual 
primeramente es sincronizado por la luz y és te a su vez sincroniza a to<los los demás osciladores 
periféricos por medio de señales neurales y humorales (Yamazaki y col. 2000; Buijs y Kalsbeek, 
2001 ). 

Sin embargo, un sincronizador potente para los tejidos periféricos es el alin1ento. Cuando el 
alinlento es restringido a unas horas al día, la expresión de genes reloj en diversos órganos como el 
hígado, el páncreas, el corazón y el riñón, así como en ciertas áreas del cerebro, tanto en condiciones 
ele oscuridad continua como en un ciclo luz-oscuridad, se sincronizan a la hora del alinlento 
(Damiola y col. 2000; Hara y col. 2001; Stokkan y col. 2001) . Por otro lado, también se ha podido 
observar la sincronización de ciertas enzimas hepáticas a los horarios de alinlento (Díaz-Mm'ioz y col. 
2000). La sincronización de genes reloj por restricción de alinlento en el hígado se presenta aún en 
animales con lesiones del NSQ (Hara y col. 2001), con lo que se demues tra que la sincronización al 
alimento de los tejidos periféricos puede presentarse independiente del NSQ. 

Además de res tricción de alimento, se ha propuesto que otras señales pueden ser 
sincronizadores de los osciladores periféricos, como por ejemplo los glucocorticoides (Balsalobi:e 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 señales 
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internas que pueden sincronizar a los osciladores periféricos son señales que se desencadenan por la 
misma ingestión de alimento. 

1.4 El oscilador sincronizado por alimento (OSA) 

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 osciladores periféricos que responden a la 
sincronización 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 anticipación al alimento: un primer reporte 

E n la naturaleza la adquicisión de alimento y la evitación 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 día. Esto ha llevado 
al desarrollo de sitemas biológicos en las especies para anticipar la disponibilidad del alimento y 
poder obtener los mejores beneficios de éste. Los primeros reportes acerca de la exis tencia de 
mecanismos de medición del tiempo para la alimentación fueron descritos por el psiquiatra suizo 
Augusto Forel, quién observó que las abejas regresaban diariamente y la hora precisa al sitio donde él 
colocaba jalea para su desayuno. Forel sugirió, con estas observaciones, que las abejas poseían una 
especie de memoria temporal (zeitgeddchtnis; en alemán) que les ayudaba a medir el tiempo y 
anticiparse al alimento (Moore-Ede y col. 1982). 

Por o tro lado, en mamíferos Curt Ritchter en 1922 observó que si una rata era alimentada a 
una hora regular cada día, ésta empezaba a correr en anticipación al alimento horas antes de la llegada 
del mismo, lo cua1 sugería la existencia de un sistema interno de medición del tiempo asociado al 
alimento en las ratas. 

No fue sino hasta principios de los 60's que Roben Bolles comenzó a darle un mayor in terés 
al fen ómeno de la actividad de anticipación (AA). Bolles realizó una serie de experimentos, y en 1962 
sugirió la participación de un reloj circadiano en el organismo que promueve la AA (Bolles y de 
Lorge, 1962). 

E l NSQ, como relo j 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 
lesión no elim.i.naba el ritmo de corticosterona ni la AA asociados al alimento . .Aunado a esto, la 
expresión de dos componentes de ac tividad, uno asociado al alimento y el otro en oscilación 
espontánea 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) realizó una serie de experimentos en donde probó la s111croruzación por 
ali.mento con diferentes periodos de acceso a és te, y confirmó que exis tía un rango circadiano para la 
sincronización por alimento y que era de 22-31 horas, fo rtaleciendo aún más de la existencia de un 
oscilador sincronizado por alimento. 
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La existencia de los ciclos transitorios ante un cambio de fase (hora) del sincronizador, es una 
característica intrínseca de los osciladores circadianos. E n la sincronización por alimento se ha 
observado que el cambio de la hora del sincronizador (alimento) genera ciclos transitorios en la AA 
(S tephan, 2001) y en el ritmo de corticosterona (Honma y col. 1984) hasta establecer una nueva fase. 

Loa limites de sincronización en un rango circadiano y la existencia de los ciclos transitorios 
surgieron como criterios para argumentar la existencia de un OSA (Stephan, 2001 ). 
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Figura 9. Actograma de la conducta de 
ingestión de agua en una rata en 
condiciones de oscuridad constante 
(barra negra superior) y bajo 
condiciones de restricción de alimento. 
Note como dos componentes 
independientes aparecen en el registro, 
uno en oscilación espontánea (línea 
inclinada) y otro anticipándose a la 
llegada de alimento (barra vertical 
sombreada). Tomada de Mendoza y col 
2003. 

1.4.2 La sincronización por alimento de parámetros fisiológicos y metabólicos 

Por otro lado, se ha demostrado que diversos parámetros hormonales y metabólicos también 
se anticipan a la llegada del alimento. Krieger (1974) demostró que el ritmo de corticosterona y el de 
temperatura se sincronizan al alimento anticipándose a la llegada de éste. Escobar y col. (1998), 
demostraron que el alimento puede sincronizar las concentraciones de ciertos metabolitos corno las 
de los ácidos grasos libres, los cuales aumentan considerablemente antes de la llegada del alimento, 
así mismo los triglicéridos pero con un efecto opuesto, disminuyen antes de la llegada del alimento y 
los cuerpos cetónicos los que también aumentan antes de la llegada del alimento. Además, algunos 
metabolitos, como los ácidos grasos y los triglicéridos, mostraron que el ritmo diurno persiste por 
varios ciclos en ayuno (Escobar y col. 1998). 

1.5 Estructuras centrales determinantes en el control del balance energético y la 
sincronización por alimento 

La identificación de un sustrato anatómico como posible oscilador circadiano sincronizado al 
alimento no ha sido exitosa hasta el momento. Lesiones de diversos núcleos dentro del hipotálamo 
corno el ventrornedial (VMH), la teral (LH), paraventricular (PVN) y el arqueado (AR C), así corno en 
otras estructuras fuera del hipotálamo (sistema límbico, bulbo olfatorio, área postrema) no eliminan 
la AA generada por la restricción de alimento (Mistlberger, 1994; Stephan, 2002). 
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Aunado a esto, lesiones de tejidos periféricos como el rugado (bajo un modelo de toxicidad 
hepática crónica con tetracloruro de carbono, CCIA) 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 núcleo 
parabraquial (NPB) mostraban una atenuación y en algunos casos ausencia de la AA. Este núcleo se 
localiza en la parte dorsal del tallo cerebral y recibe aferencias del núcleo del tracto solitario (NTS; el 
cual a su vez recibe información visceral y de la lengua) y del área postrema (AP). Los autores 
concluyeron que el NPB es una estructura que sirve como una vía de relevo de la información 
visceral generada por el alimento (sincronizador) o como una vía de salida del oscilador, pero que no 
era el oscilador per se (Davidson y col. 2000) . 

Con la interpretación de estos resultados, las vías de entrada o de relevo de la información 
proveniente de la periferia hacia el SNC parecían ser determinantes en la expresión de la AA. El AP 
es una región carente de barrera hematoencefálica que permite la entrada de señalas humorales de la 
circulación al SNC y además tiene eferencias hacia el NPB por lo cual podría ser un sitio importante 
para la señalización del sis tema gastrointestinal hacia el cerebro. Davidson y col. (2001 ) mostraron 
que la lesión de AP no impedía la sincronización por alimento, por lo cual aunque la lesión del NPB 
atenuaba la AA, no era a través del AP por donde la información proveniente de la periferia pudiera 
tener acceso al NPB. 

Otros estudios bajo el paradigma de restricción de alimento han mostrado que algunos sitios 
en el SNC se activan anticipando la llegada del alimento, por ejemplo el núcleo tuberomamilar (TB) 
en el hipotálamo, que incrementa la expresión de células inmunoreactivas a Fos (marcador de 
actividad neuronal) antes de la llegada del alimento, reflejando un alertamiento conductual por la 
expectación de alimento (Inzunza y col. 2000). Por otro lado, Angeles-Castellanos y col. (2004) 
mostraron la activación de Fos en otros núcleos en el hipotálamo asociados a la AA y la inges tión 
propia del alimento, en donde el DMH, y el área perifornical del hipotálamo (PeF) muestran un 
incremento en la expresión de Fos anticipando la llegada del alimento. 

Por la importancia del hipot,-llamo en el control del metabolismo y de la inges tión de 
alimento, es claro el por qué diversos núcleos de esta región del cerebro, responden ante una 
situación de sincronización por alimento. Lo más interesante es que la respuesta de cada uno de es tos 
núcleos es diferente desde el punto de vista temporal y así mismo en cuanto a la intensidad de su 
respuesta. Esto sugiere que dentro de un sistema de oscilación sincronizado por alimento cada uno 
ele éstos tiene un papel específico, ya sea en las vías ele sincronización, en la maquinaria circadiana del 
oscilador o en las salidas o expresión del oscilador (Angeles-Castellanos y col. 2004). 

Sin embargo, el hecho ele que lesiones específicas ele diversos núcleos del hipotálamo no 
interfieran con la sincronización por alimento y que además no es un solo sitio del hipotálamo el cual 
responde a la sincronización, indica que son diversas las estructuras a nivel central las cuales 
subyacen a tocio el proceso ele sincronización por alimento, y que además por la variedad ele 
funciones (cognitivas, motivacionales, emocionales, etc.) que se ven involucradas en la inges tión ele 
alimento, muchas otras estructuras en el sistema nervioso central, fundamentales para toda esa serie 
ele mecanismos presentes en la ingestión, pueden también ser relevan tes durante la sincronización 
por alimento. 
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1.6 Estructuras y mecanismos centrales determinantes en los procesos de motivación 
y reforzamiento de la ingestión de alimento 

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

A nivel central los mecanismos que subyacen la motivación son un tanto complejos, sin 
embargo, es bien establecido que uno de los mecanismos primordiales es el sistema dopaminérgico 
mesocorticolímbico, el cual se origina de neuronas dopaminérgicas en el área tegmental ventral 
(VTA) del mesencéfalo y su proyección hacia estructuras centrales como el núcleo accumbens, la 
arnigdala y la corteza prefrontal. La evidencia es que este sistema es activado por una serie de eventos 
naturales y no naturales de carácter reforzante, y que su bloqueo impide el efecto conductual de tales 
reforzadores (Wise, 1985). 

Diversas es tructuras del sistema límbico han sido involucradas con las reacciones positivas 
hacia las propiedades hedónicas del alimento (Berridge, 2003). Por ejemplo, en monos se ha 
demostrado que la activación neuronal de la corteza prefrontal (PFC) , la cual incluye el área 
prelímbica, infralímbica, cingulada anterior, insular agranular y áreas orbitofrontales (Paxinos, 1995), 
incrementa en respuesta al sabor favorito de una comida del animal o con el simple hecho de 
observarla, y además ante un estimulo condicionado a la presencia del alimento (Rolls, 2000). Por 
otro lado, en ratas se ha observado la misma respuesta de la PFC al valo r hedónico del alimento 
(Bassaero y DiChiara, 1997). 

La arnigdala es una es tructura que es considerada como clave en los procesos de las 
emociones y motivaciones. Se subdivide en el complejo basolateral de la arnigdala (BLA), formado 
por varios núcleos (lateral, basal y accesorio), y el complejo centromedial (CeA), dividio en capsular, 
lateral y medial (Swanson y Petrovich, 1998) . La amígdala es relevante en el control de la ingestión de 
alimento debido a la relación anatómica que tiene con el hipotálamo lateral (considerado el centro del 
hambre) y con el NTS principalinente 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 expresión ele la 
proteína c-Fos, muestra un incremento principalinente en la CeA por la inges tión de una dieta 
apetitosa (Kim y col. 2001) . Por otro lacio, lesiones el CeA generan un decremento en la preferencia 
por soluciones apetitosas (sacarosa) en ratas (f ouzani y col. 1997). 

El núcleo accumbens es una estructura que se localiza en el cerebro anterior y que fo rma 
parte cid es triado (en su región ventral) junto con el complejo caudado-putamen (región dorsal). Por 
las eferencias y aferencias que envía y recibe, este núcleo ha siclo caracterizado como una vía ele 
relevo o interfase entre la información de un estado motivacional y la expresión motora del mismo 
(Mogenson y col. 1980). Por lo cual, se considera como una estructura que regula las propiedades 
reforzantes del alimento durante la ingestión (Stratford y Kelley, 1999). 
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Figura 10. Representación 
esquemática de un corte 
sagital del cerebro de la rata 
mostrando las principales 
vías que se es tablecen entre 
es tructuras del sistema 
limbico relevantes en los 
procesos de motivación y 
reforzamiento como en la 
conducta de ingestión de 
alimento. Modificado de 
Berridge y Robinson, 2003. 

A nivel neuroquimico otros sistemas han tomado gran importancia en modular el impacto 
reforzante del alimento. Los péptidos opioides, como las endorfinas, actúan en el núcleo accumbens 
promoviendo un incremento en la ingestión 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 además participan otros sistemas de neurotransmisión (Peciña y Berridge, 2000). 

Debido a las características anatómicas, neuroquimicas y funcionales del núcleo accumbens, 
éste se ha subdividido en dos principales regiones, dorsolateral (Acc-Core) que representa a toda la 
región que rodea a la comisura anterior, y la región ventromedial (Acc-Shell) la cual se extiende 
medial, ventral y lateral a la región core (Hei.mer y col. 1991; Zahm y Brog, 1992). Además, en la 
inges tión de alimento se ha propuesto una participación diferencial de cada región. Mientras que la 
región shell ha sido involucrada con la fa se consumatoria del alimento, la región core se ha 
involucrado con las conductas anticipatorias en la búsqueda y obtención del alimento (Kelley, 1999; 
Bassaero y Di Chiara, 1999a). 

Por o tro lado, algunos autores han utilizado los términos " liking" para referirse a todas 
aquellas reacciones a nivel conductual y fisiológico generadas por el impacto hedónico dado por el 
sabor de un alimento (conductas consumatorias) y "wanting" para referirse a todos los procesos de 
predicción de un reforzador (conductas anticipatorias) . La propuesta va más allá de la diferencia de 
dos procesos involucrados en la motivación y reforzamiento, sino que además propone que tales 
procesos dependen de diferentes estructuras y sistemas neuroquímicos. Mientras que en el "liking" es 
el J\cc-Shc!J y el sistema gabérgico y opiodérgico los principales responsables, para el "wanting" es el 
Acc-Core y el sistema dopaminérgico los que promueven la generación de todas las conductas de 
anticipación y predicción de un reforzador (Berridge y Robinson, 2003). 

Los procesos a nivel cerebral que subyacen a la motivación y reforzamiento, sin embargo, no 
dependen de una estructura exclusivamente, sino de la dinámica de la comunicación entre diversas 
estructuras, siendo claves la PFC, el núcleo accumbens (shell y core) y la arnígdala, además de su 
relación anatomofuncional no solamente entre és tas, sino también con o tras estructuras como el 
hipotálamo y el tallo cerebral (Figura 10) . Por e¡emplo, la relación entre el Acc-Shell y el hipotálamo 
lateral (LH) es crucial en el control de la inges tión de alimento, en donde el Acc-Shell promueve la 
activación del LH utilizando GABA como principal neurotransmisor (S tratfo rd y Kelley, 1999). 
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1.7 Sincronización por alimento. reforzamiento y motivación 

Durante la sincronización 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 búsqueda de 
alimento como la AA. Por otro lado, trabajos previos han demostrado que la sincronización con una 
dieta apetitosa, con altos contenidos en carbohidratos, genera AA en hamsters y ratas. Así mismo, 
breves accesos a sacarosa también pueden generar AA en ratas. Estos trabajos sugieren que además 
de los factores metabólicos o fisiológicos, propios de la ingestión de alimento, el valor reforzante del 
alimento es un factor determinante para la sincronización por alimento (Mistlberger y Rusak 1987; 
Abe y Rusak., 1992; Pecoraro y col. 2002). 

Además de la presencia de una clara sincronización 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 oscilación espontánea (dependiente 
del NSQ) también muestra sincronización a la dieta apetitosa. Esto sugiere que el estado 
motivacional desencadenado por el alimento, no exclusivamente sincroniza al OSA, sino que además 
también en algunos casos sincroniza al NSQ. Este fenómeno se observa en la ausencia del 
sincronizador principal el ciclo luz-oscuridad (Abe y Rusak, 1992). 

Por o tro lado, Wakamatsu y col. (2001) demostraron que bajo restricción de alimento la 
expresión de genes como per 1 y per 2, en la corteza y el hipocampo, ajustan su fase a la Llegada del 
alimento, sugiriendo que la expresión de estos genes en dichas regiones del cerebro también está 
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 motivación 
y reforzamiento, y a otros procesos cognitivos como el aprendizaje, lo cual sugiere que además de los 
procesos circadianos, homeostáticos, metabólicos, motivacionales y de reforzamiento, y por la 
complejidad de la conducta de ingesta de alimento, procesos cognitivos pueden es tar involucrados en 
la sincronización por alimento. 

Sin embargo, y a pesar ele un claro papel de los es tados motivacionales que se desencadenan 
durante la sincronización po r alimento, los mecanismos a nivel central que subyacen dichos procesos 
y que pueden es tar participando durante la sincronización por alimento, han siclo pobremente 
explorados. 
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Estructuras en el SNC relevantes para el balance energetlco y control de la ingestión de 
alimento (hipotálamo, tallo cerebral) han mostrado tener un papel específico en la sincronización por 
alimento (Angeles-Castellanos y col. 2004). Sin embargo, a pesar de que existe un mecanismo 
homeostático y metabólico determinante durante la sincronización (Díaz-Muñoz y col. 2000), 
también se observa un cambio en el estado motivacional de los animales generado por la privación 
de alimento. Esto sugiere que estructuras del SNC, que subyacen los mecanismos motivacionales, 
pueden también ser determinantes para la sincronización. 

A pesar de que se ha mostrado que en la corteza y el hipocampo, la expresión de genes reloj 
se sincroniza a los horarios de alimentación (Wakamatsu y col. 2001), estructuras de gran importancia 
motivacional, como el núcleo accumbens, no han sido estudiados detalladamente. Además, hasta el 
momento no se ha determinado cuanto contribuye el estado motivacional a la sincronización por 
alimento, vs. el es tado metabólico de alternancia ayuno saciedad ']Ue establece este paradigma. 

Por otro lado, el efecto de una sincronización por alimento en donde sólo exista una 
manipulación del estado motivacional de los animales, sin llevarlos a un estado catabólico por la 
privación de alimento, tampoco ha sido estudiado al momento y podría aportar información sobre 
las circunstancias particulares en que se logra modificar la actividad del NSQ o tal vez sincronizarlo 
por alimento. 

En este es tudio se abordan varios aspectos para determinar, además de los cambios 
metabólicos, la relevancia del valor hedónico del alimento en el paradigma de sincronización. 

En una prin1era parte se exploró la participación del núcleo accumbens tanto en la expresión 
conductual como metabólica en la sincronización por alimento. Para ello se exploró la activación 
celular por medio de la detección de la proteú1a c-Fos, así como el efecto de lesiones localizadas en 
cada una de las subregiones del núcleo en la sincronización. 

En una segunda parte se exploró la potencia de un alimento apetitoso como estúnulo de 
sincronización y se determinó la actividad de estructuras limbicas e hipotalámicas involucradas en 
este mecanismo de sincronización. 

Finalinente se exploró la influencia de la sincronización con un alimento apetitoso sobre el 
NSQ ante condiciones constantes de oscuridad. Situación en la cual disminuye la influencia 
competitiva de otros sincronizadores. Además, y por la importancia ele estructuras talámicas en la 
sincronización no luminosa del NSQ, también se determinó la actividad de núcleos como el PVT y la 
HIL durante la sincronización. 
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3. HIPÓTESIS 

3.1 Hipótesis Generales 

1. Un cambio en el estado motivacional, desencadenado por periodos de restricción de alimento 
(hambre), es determinante en la sincronización de la AA por alimento, en donde estructuras 
en el SNC que subyacen los mecanismos que participan en la motivación y el reforzamiento 
tienen un papel específico. Por tal motivo, la lesión de alguna de dichas estructuras altera la 
sincronización de la AA . 

2. El cambio en el estado motivacional de un animal por un alimento altamente apetitoso es 
suficiente para sincronizar parámetros conductuales y fisiológicos sin una privación de 
alimento, en donde estructuras del sistema limbico relevantes en los procesos de 
reforzamiento y motivación son determinantes en dicha sincronización . 

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

4. OBJETIVOS 

4.1 Objetivos generales 

1. Determinar el papel de estructuras en el SNC, como el núcleo accumbens, relevantes para la 
expresión de conductas motivadas (como la ingesta de ali.mento), en la sincronización por 
alimento, mediante la evaluación de su actividad celular, como la ele un posible efecto por 
una lesión del núcleo sobre la sincronización por ali.mento. 

2. Caracterizar la sincronización tanto conductual como fisiológica así como la respuesta celular 
de algunas esU-ucturas del sis tema límbico con un alimento ele alto valor motivacional en 
animales sin privación ele alimento regular. 

3. Determinar si un ali.mento altamente apetitoso puede sincronizar al NSQ (a nivel conductual, 
fisiológico y celular) ele animales sin privación de alimento y en condiciones de oscuridad 
constante. 
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5. MATERIALES Y MÉTODO 

5.1 Animales y 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 Autónoma 
de México. Antes de cualquier manipulación experimental todos los animales se alojaron en cajas de 
acrílico (20 X 40 X 40cm) en grupos de 5 bajo un ciclo de luz-oscuridad (LO) 12-12 (las luces se 

encendían a las 7:00am), temperatura controlada (22±1 ºC) y con agua y alimento (laboratory diet 
chow 5001) ad libitum. 

5.2 Registro conductual 

Para el registro conductual, se utilizaron cajas de acrílico individuales (30 X 45 X 20cm) en 

una habitación sonoamortiguada y bajo condiciones de temperatura controlada (22 ± 0 1 C). Las 
condiciones de luminosidad durante el registro conductual (LO 12:1 2 u oscuridad constante) 
dependieron de los requerimientos en cada experimento. La actividad general de locomoción 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 electrónico 
detectado por los sensores y la información se almacenaba en una computadora en intervalos de 15 
minutos para su posterio r análisis. 

E n el experimento 3, el registro conductual del grupo de animales control sincronizados a 
horarios restringidos de alimento (HRA) fue de la actividad de ingestión de agua y se realizó con el 
sis tema DiSPAC (Digital Analysis System Applied to Chronobiology; Aguilar-Roblero y col. 1997) . 

Para cada animal se elaboraron actogramas en representación doble (clouble-plo t) ele la 
actividad locomotora y además para cada condición experimental se realizaron perfiles de actividad 
de un ciclo ele 24 horas para los que se promediaba la actividad ele todos los animales de cada 
condición o grupo experimental con un sistema de procesamiento y adquisición ele datos (SP AD 1, 
versión 1.1.1) diseñado en nuestro laboratorio. 

5.3 Inmunohistoquímica 

Para el análisis inmunohistoquímico, los animales fueron anestesiados con pentobarbital 
sódico (2 ml Seclalphorte 0.063g/ ml) y perfundidos a través del corazón (ventrículo izquierdo) con 
250 ml de solución 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 perfusión, se obtuvieron los cerebros y se fijaron nuevamente en 
paraformaldehido por 1 hora, y posteriormente se crioprotegieron en solución ele sacarosa al 10, 20 y 
30% en PB al 0.1 M sucesivamente por 24 horas en cada concentración. 

Los cortes ele cada cerebro (los cerebros se congelaron previamente) se hicieron en secciones 

coronales de 40 µm en un criostato a -18 ºC y se colectaron en series ele 4. De estas series, se tomó 
una para teñirla con violeta de cresilo (N issl), con el fin de poder identificar los núcleos ele interés. 
O tra serie de cortes se incubó por 72 horas a 4ºC en un anticuerpo primario para la proteína c-Fos 
hecho en conejo (Santa Cruz Biotechnology, USA) diluido 1 :2500 en una solución de PB salina 
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(PBS) más suero de cabra y tritón (PBSGT; PBS, 1 % suero de cabra, 0.3% Tri ton X-100), y una 
tercer serie de cortes se incubó en un anticuerpo para la proteína PER-1 hecho en cabra (Santa Cruz 
Biotechnology, USA) diluido en PBS más suero de conejo y tritón (PBSRT) a la misma 
concentración que el anticuerpo para c-Fos. La cuarta serie se guardó para un futuro análisis . 

Al finalizar las 72 horas de incubación, los cortes fueron lavados 3 veces por 1 O 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 
concentración 1 :200 en PBSGT (PBS más suero de cabra y tritón) por 2 horas. Finalizando el tiempo 
de incubación, los cortes fueron nuevamente lavados en PBS e incubados en una solución avidina­
biotina peroxidasa (Vectastain Elite ABC Kit; Vector Labs) por 2 horas y lavados nuevamente 3 
veces por 1 O minutos en PBS. Al finalizar el último lavado, los cortes se llevaron a una reacción con 

diaminobenzidina (0.5 mg/mJ, en buffer de trizma 7.2), níquel, cobalto (200 ~¡J de cada uno en 250 

ml de diaminobenzidina, 10%) y peróxido de hidrógeno (35 µl, 30% H202). Cada corte fue 
montado en láminas (porta-objetos) gelatinizadas y dehidratadas en una serie de alcoholes y xilol para 
posteriormente ser cubiertas con cubreobjetos y permount (Fisher Chemicals). 

5.4 Cuantificación celular 

Para identificar el área total de cada núcleo, se utilizaron las imágenes teñidas con violeta de 
cresilo, de acuerdo al atlas estereotáxico Paxinos y \'V'atson (1998; Tabla 1), las cuales fueron 
examinadas bajo el microscopio (Nikon Eclipse E600) y capturadas con un objetivo de 1 OX con un 
sistema de análisis de imagen (Meta Vue serie 4.5, Universal imagen corporation). Las células 
positivas a las proteína c-Fos y PER-1 , incluidas en el área seleccionada, fueron contadas 
manualmente en un lado de cada sección. Para evitar el contar células positivas falsas, primero se 
estableció un valor de densidad óptica (fondo) en una región alrededor del núcleo sin expresión de la 
proteína c-Fos o PER-1. Las células teñidas 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 número de células se transformó en células por 
milimetro cuadrado en el experimento 1 y 2 (mm2). 

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

NÚCLEO 
Corteza prefron tal (PFC) 

. Accumbens shell (Acc-Shell) 
. Accnmben~ core (Acé-Core) 

Núcleo supraquiasmático (NSQ) 
Núcleo paraventricular del tálamo (PVT) 

~ Núcléci lateral ele! hipotálamo (LH) 
Núcleo paraventricular del hipotálamo (PVN) 

Nlídeo cimtral de la.a!JlÍgdala (CeA) 

Núcleo ventromeclial del hipotálamo (VMH) 
Núcleo dorsomeclial del hipotálamo (DMH) 

Hojuela intergen,iculada lateral del tálamo (~IL) 

LOCALIZACIÓN JNTERAURAL 
11.70111111 

10.20mm 

7.70mm 

Ú2mm 

5.86mm 

-4:30mm 
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5.5 Cirugía y lesiones 

En el experimento 1 para evaluar el efecto de una lesión en cada subterritorio del núcleo 
accumbens, los animales fueron anestesiados con hidrato de cloral (400mg/kg peso corporal), 
posteriormente se colocaron en un aparato estereotáxico a un nivel de la barra para incisivos -3.3mm. 
Se realizó un corte medio sagital para exponer el cráneo del animal, se identificó bregma y, de 
acuerdo al atlas de Paxinos y Watson (1998), las coordenadas de cada uno de los núcleos 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 µl , 
Hamilton Co.) . 

Las lesiones se indujeron por la infusión de 0.4 µl de NMDA en cada lado (N-methyl-D­

aspartate; Sigma Co. lümg/ ml en PB 0.1M, Ph 7.4), a una velocidad de 0.2 µl/min. Al finalizar la 
infusión la jeringa permaneció por un minuto más para permitir la difusión to tal del tóxico. 

E l grupo control recibió lesiones falsas (sham) en las que se realizaron todos los 

procedimientos quirúrgicos que el grupo experimental, pero en lugar del tóxico se infundió 0.4 µI de 
PB como velúculo (0.1M, pH 7.4) . 

Para evaluar el efecto de la lesión sobre otros parámetros fisiológicos, el peso corporal de 
todos los animales se evaluó cada semana a lo largo de todo el experimento y la inges tión de alimento 
a lo largo de las 24 horas bajo condiciones ad !ibitum. 

5.6 Determinación de las concentraciones de las variables metabólicas 

Para la obtención de muestras de sangre para el análisis metabólico se utilizaron dos métodos: 
para el experimento 1, en el día 15 de sincronización, los animales se anestesiaron con hidrato de 
cloral (400mg/ kg peso corporal), se expuso el área yugular del animal y se realizó un corte parasagital 
de aproximadamente 3cm, se disecó la región y se expuso la vena yugular interna, en la cual se realizó 
un corte y se insertó una cánula de silicón (0.64mm diámetro interno, 1.19mm diámetro externo) la 
cual previamente se llenó con heparina (500U/ml) como anticoagulante. La permeabilidad de las 
cánulas se mantuvo por más de 15 días. 

E n los experimentos 2 y 3, la obtención de las muestras fue durante el momento de la 
perfusión para la obtención de los cerebros de cada aninul a través de un pinchazo en la vena cava. 

Las muestras de sangre (600 µl) se colectaron en tubos eppendorff (1 .8 mi), los cuales 

contenían un gel separador de suero. Durante la colección los tubos se mantuvieron a 4ºC. Los tubos 

se centrifugaron a 2500 rpm durante 15 min. Las alícuotas de suero obtenidas (100 µl) se congelaron 

a -45ºC para su posterior análisis. 

La determinación de ácidos grasos libres (AGL) se llevó acabo por el método de Novák 
(1965), en el cual se realizó una curva de referencia utilizando como estándar el ácido palmitico 
(Sigma Co. O, 2.78, 6.95, 13.9, 20.9, 27.8 mg/dl). La absorbancia de las muestras se determinó a 

. 500 nm en un espectrofotómetro (Pharmacia Biotech) y se convirtieron a medidas de concentración 
(mg/ di) utilizando la curva estándar. 
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Las concentraciones de glucosa fueron determinadas por el método de Glucosa Oxidasa­

Peroxidasa, con una muestra de 1 O µl de suero, utilizando un kit comercial de colorometría (Hycel 
No 70408). La absorbancia de las muestras se determinó a 520 nm y se convirtieron a medidas de 
concentración (mg/ di) utilizando la curva estándar. 

5.7 Análisis estadísticos 

Todos los datos se clasificaron por grupos y se representan como medias ± errores estándar 
(SEM): En el experimento 1, para los análisis de la expresión de c-Fos se utilizó un análisis de 
varianza (ANOVA) de dos vías para medidas independientes de los factores grupo y tiempo. La 
intensidad de la AA y la sincronización metabólica se determinó con un ANOV A de dos vías mixto, 
para medidas repetidas del factor tiempo y medidas independientes para el factor grupo. El peso 
corporal y la ingestión de alimento se compararon entre grupos (control vs lesión) con un ANOVA 
de una vía para medidas independientes. 

En el experimento 2, la intensidad de la AA se determinó con un ANOVA de una vía para 
muestras repetidas del factor tiempo. La expresión de c-Fos, así como las concentraciones de las 
variables metabólicas (glucosa, ácidos grasos) se analizaron con un ANOV A de dos vías mixto para 
medidas independientes del factor grupo y medidas repetidas del factor tiempo. 

En el experimento 3, se utilizaron ANOVA's de una vía para muestras independientes para el 
análisis de los periodogramas, de la determinación metabólica (glucosa, ácidos grasos) y de la 
expresión celular de las proteínas c-Fos y PER-1, para el factor tiempo. Además se utilizó un análisis 
de regresión lineal y una prueba !-test de student para evaluar la relación entre el periodo endógeno de 
actividad y la velocidad de sincronización a la dieta apetitosa. 

A todos los análisis estadísticos se les aplicó una prueba post-hoc de Tukey de multiplcs 
comparaciones con un alfa de p<0.05. Para todos los análisis se utilizó el paquete estadístico para 
Windows Statistica versión 4.5 (StatSoft, 1993). 
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6 EXPERJMENTO 1 

6.1 Participación del núcleo accumbens en la sincronización por alimento 

Con la idea de poder determinar el papel del núcleo accumbens, como una estructura del 
SNC relevante para la conducta de alimentación, y de acuerdo a la primera propuesta de este trabajo 
acerca de la importancia de las características reforzantes del alimento durante la sincronización a 
horarios restringidos de alimento, se plantearon las siguientes hipótesis y objetivos: 

6.1.1 Hipótesis específicas 

-La activación celular de las dos regiones del núcleo accumbens es determinante durante la 
sincronización por alimento. Además, por la diferencia funcional entre de cada subregión del núcleo 
(core y shell) la respuesta de la región core es durante la AA y en shell durante la inges tión de 
alimento. 
-La lesión específica de cada región, core o shell, alterará diferencialmente la AA y la ingestión de 
alimento, así como la sinronización de ácidos grasos libres durante un paradigma de sincronización a 
horarios restringidos de alimento (HRA) . 

6.1.2 Objetivos específicos 

-Evaluar la respuesta diferencial de las 2 regiones del núcleo accumbens (shell y core) en animales 
sincronizados por alimento por medio de la expresión ele la proteína c-Fos. 
-D eterminar el efecto de una lesión excitotóxica específica en cada una de las regiones del núcleo 
accumbens sobre la sincronización tanto conductual como metabólica (ácidos grasos) al alimento. 

6.2 Diseño experimental 

6.2.1 Expresión de la proteína c-Fos 

Para evaluar la expresión de la proteína c-Fos durante la smcroruzación por alimento en 
ambas regiones del núcleo accumbens (Acc-Shell y Acc-Core), los animales fueron expuestos a un 
ciclo luz-oscuridad 12:1 2, en el que el encendido de la luz era a las 0700 am (h ora del sincronizaclor O 
= zeitgebc1: time ZT-0) y el apagado de la luz a las 1900 pm (zeitgeber time ZT-12). Se designaron 
dos grupos ele manera aleatoria: 

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

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

E n el último día de la manipulación experimental, todos los animales fueron sacrificados en 
diferentes puntos temporales: ZT-4, ZT-5, ZT-6, ZT-8, ZT-12 y ZT-14 (n= S por grupo y punto 
temporal). Se determinaron estos puntos temporales debido a que el obje tivo era evaluar la respuesta 
celular duarnate la AA (ZT-4, ZTS, y ZT-6), durante la ingestión de alimento (ZT-8) y posterior a la 
inges tión (ZT-12, ZT-14). 
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Para evaluar la persistencia del patrón de expres1on de la pro teína 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 libitum por 5 días y finalmente por 3 días en 
condiciones de ayuno. 

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

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

6.2.2 Lesiones químicas Acc-Shell o Acc-Core 

Para el segundo objetivo otro grupo de ratas fue asignado aleatorimente a uno de 4 grupos: 
con lesiones en Acc-Shell (Lesión-Sh; n=8), con lesiones en Acc-Core (Lesión-Co; n=8), con lesión 
falsa en Acc-Shell (Sham-Sh; n =8) y con lesión 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; ZT-0) a lo largo de todo 
el experimento. Antes de iniciar las manipulaciones experimentales los animales permanecieron 10 
días en recuperación a la lesión. 

Para el aná lisis metabólico, los animales fueron sincronizados durante 17 días a HRA con 
acceso al alimento sólo por dos horas al día a la mitad de la fase de luz (ZT-6 a ZT-8). En los días 16 
y 17 de sincronización se obtuvieron las muestras de sangre por cada animal en diferentes puntos 
temporales: ZT-3, ZT-4, ZT-5, ZT-6, ZT-8 y ZT-9. Estos puntos temporales fueron seleccionados 
para evaluar un efecto de la lesión sobre el incremento anticiparorio de las concentraciones de AGL. 

Al finalizar la toma de muestras para el análisis metabólico, las cánulas fueron bloqueadas y se 
inició el registro conductual. Los cuatro grupos de animales tuvieron libre acceso al alimento por 15 
días, en el día 16 fueron sincronizados a HRA por tres semanas con acceso al alimento de ZT-6 a 
ZT-8. Al finalizar la sincronización, los animales se sometieron a un periodo de 3 días en ayuno para 
evaluar persistencia de la AA. Finalmente, se mantuvieron en condiciones ad !ibitum por 15 días. 

6.3 Resultados 

6.3.1 Expresión de c-Fos en el núcleo accumbens de animales sincronizados a HRA 

El número de células inmunoreactivas a e-Fas incrementó en ambas regiones del núcleo 
accumbens (shell y core) de los animales sincronizados a HRA. En Acc-Shell las ratas sincronizadas 
mostraron mayor número de células activas (c-Fos) con respecto al grupo control (ad !ibitum) en ZT-
6 (durante la ingestión) y en ZT-12 (6 horas después de la ingestión), y aunque no hubo un efecto 
signi ficativo, también se observó un incremento en ZT-8 (Figuras 11A y 12). Por otro lado, en Acc­
Core se observó un incremento de c-Fos estadísticamente 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 expresión de c-Fos en este punto temporal está relacionado con la AA. 
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El análisis estadístico indicó 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 encontró un efecto significativo (Acc-Shell, F(s,41)=1.0Sl;NS; Acc-Core, F(S,42)=2.06;NS). 
Además, hubo un efecto significativo en el análisis de la interacción del factor tiempo y grupo en el 
Acc-Shell (F(S,42)=4.76;p< 0.001), pero no en Acc-Core (F(5,41)= 1.52;NS). 

En ambos grupos ayunados (HRA-A y AL-A) se observó una disminución en el número de 
células inmunoreactivas a c-Fos. No hubo una clara persistencia en el patrón de c-Fos de los 
animales sincronizados (Figuras 11C-11D). Sin embargo, el análisis de varianza indicó 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(1,4ü)=9.335;p<0.003; 
Acc-Core, F(1,4o)=9.781;p<0.003) . 
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Figura 11. N úmero de células 
inmunoreactivas a c-Fos (medias ± SEM) 
en Acc-Shell (A) y Acc-Core (B) en 
animales sincronizados a HR.A (barras 
grises) y en condiciones AL (barras 
blancas). C y D representan el número de 
células inmunoreactivas a c-Fos en Acc-Sh 
y Acc-Co respectivamente durante el 
periodo de ayuno en ratas previamente 
sincronizadas a HR.A (barras grises) y en 
condiciones ad libitum (barras blancas) . 
Las barras negras horizontales representan 
el momento de la llegada del alimento y las 
barras rayadas la hora esperada de 
alimentación durante el ayuno. *p<0.05 
post-hoc sincronización vs ad libitum. 

Figura 12. Microfotografias de la 
expres ión de c-Fos en el Acc-Shell y 
en r\cc-Core de ratas en condiciones 
de alimentación ad libitum (izquierda) 
y sincronizados a HRA (derecha) en 
ZT6. LV, ventriculo lateral; aca, 
conusura anterior. Las líneas 
punteadas representan el área 
cuantificada. La barra horizontal 
representa una escala de 120µrn . 
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6.3.2 Efecto de la lesión de Acc-Shell vs Acc-Co en la sincronización 

Histoíogía 

En los animales con lesiones falsas, no se observaron señales de algún daño ya sea pérdida 
celular o gliosis. Los animales con lesiones en el Acc-Shell presentaron una lesión en las regiones 
ventral y medial del núcleo. En algunos animales se observó lesión en la región medial del séptum 
probablemente debido al daño mecánico por la inserción de la jeringa. En los animales con lesiones 
en Acc-Core se observó una marcada pérdida celular en toda el área alrededor de la comisura 
anterior (Figura 13). 

Figura 13. (Izquierda) Imagenes representativas 
de animales con lesiones falsas en Acc-Shell (A) 
y Acc-Core (C) y con lesiones químicas (B, Acc­
Shell; D, Acc-Core). La flecha indica el área 
lesionada. (derecha) Representación esquemática, 
en cortes coronales, del sitio y tamaño de la 
lesión. El área sombreada represen ta una 
mínima lesión y el área blanca representa el área 
máxima lesionada. (basado en el atlas de 
Paxinos y Watson, 1998) . 

Peso c01poraf e ingestión de alimento 

17 mm 

1 &mm 

11 mm 

t.Onull 

Tanto los animales con lesiones fa lsas y lesiones con NMDA en Acc-Shell mostraron un 
incremento 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 !ibitum 
(F(1 ,1s)= 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 N MDA en Acc­
Corc ganaron peso en una menor proporción (F(1,12)= 11.70;p<0.005; Tabla 2) . 

E l efecto de la lesión sobre la inges tión de alimento fue también diferente entre los grupos 
con lesión en Acc-Shell vs Acc-Core. Mientras que para los animales lesionados en Acc-Shell la 
inges tión aumentó con respecto a su control (F(1,14)=9.60;p<0.0078), en los animales con lesiones en 
Acc-Core se observó un crítico decremento de la ingestión comparado con su control 
(F(1 ,12)=122.11 ;p< 0.0001; Tabla 2). 
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Tabla 2. Peso corporal (antes de iniciar la sincronización) e ingestión de alimento (durante 24h antes de la 
restricción de alimento) en animales con lesiones falsas y lesiones con NlvIDA. Los valores se representan 
como medias ± SEM. * diferencia entre los animales con lesiones NlvIDA y sus respectivos controles. 

Shell-sham (n=S) 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* 

Ingestión de 23.68 ± 0.86 27 .00 ± 0.62* 24.85 ± 1.03 12.00 ± 0.53* 
alimento (g) 

Concentraciones de ácidos grasos libres (-AGL) 

E l ritmo diurno de AGL fue sincronizado por el HRA. Los niveles séncos de AGL 
incrementaron antes del acceso al alimento y decrementaron después de la alimentación tanto en 
animales con lesiones falsas y NMDA en Acc-Shell (Figura 14A). E l análisis de varianza indicó una 
diferencia significativa en el factor tiempo (F(s,so)=47.15;p < 0.0001), pero no en el factor grupos 
(F(1 ,10)= 1.24;NS) . La misma dinámica temporal se observó en ratas con lesiones falsas y NMDA en 
Acc-Core anticipando al ali.mento, 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). 

Figura 14. Perfil temporal (medias ± SEM) 
de las concentraciones de AGL de ratas 
sincronizadas a !-IRA (A) con lesiones 
NfVlDA en J\ cc-Shell (círculos blancos; n=8) 
y sus respectivos controles (círculos negros; 
n=8) y de ra tas (B) con les iones en Acc-Core 
(triángulos blancos; n=8) y sus respectivos 
controles (triángulos negros; n=8) . La barra 
negra horizontal indica el momento de 
acceso al alimento. post hoc *p<0.05 lesión vs 
control. 
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Actividad de anticipación al alimento 

Durante los primeros 15 días en condiciones ad libitum, todos los grupos mostraron un claro 
ritmo diurno de actividad locomotora. El análisis es tadístico no mostró diferencias significativas en 
cuanto a la intensidad de la actividad entre los animales con lesiones falsas y con lesiones NMDA en 
Acc-Shell (F(t ,t7) =1 .06;NS). Sin embargo, se observó 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 1SA,1 SC y 16A). E n los animales con lesiones en Acc-Core y en sus controles también se 
observó un ritmo diurno de la actividad locomotora (F(23,368)=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 sincronización a HRA, los animales con lesiones en Acc-Shell y sus controles 
mostraron una clara AA. Sin embargo, en el grupo lesionado, la AA inició dos horas antes con 
respecto a la AA del grupo control. E n este grupo, el nivel general de actividad incrementó durante la 
fase nocturna así como durante la AA de los animales lesionados. (Figuras 15C y 16B). El análisis 
estadístico mostró 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, sólo se observó un 
pequeño incremento de la actividad después de la ingestión, pero no una clara AA como en los 
controles (Figuras 1 SB, 1 SD y 16E) . Esta diferencia entre grupos en la intensidad de la AA fue 
estadísticamente significativa (F(t ,17)=5.70;p<0.02). La actividad locomotora nocturna de estos 
animales no se alteró por la lesión. 

~ !\d libitum 

> H RA 

!\yuno 

Tiempo (ZT-h) 

Figura 15. Actogramas representativos de la actividad general de ratas bajo un ciclo luz-oscuridad 12-12h. 
Durante los prim eros 15 días los animales tuvieron acceso libre al alimento (ad libitum). Posteriormente fueron 
sincronizados a HRA (barra gris vertical) durante 3 semanas, seguido por 3 días en condiciones de ayuno 
(barra blanca vertical) . A-B, mues tran ejemplos representativos de an imales con les iones fal sas en Acc-Shell y 
Acc-Core respectivamente. C-D representan la actividad de dos animales con les iones Ntv1DA en Acc-SheU y 
Acc-Core respectivamente. 
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Durante el periodo de ayuno, la persistencia del patrón sincronizado de actividad se presentó 
en todos los animales . Los animales con lesiones en Acc-Shell exhibieron una actividad locomotora 
mucho más intensa que sus controles (F(! ,16)=12.52;p<0.002; Figura 16C) . E ntre el grupo con 
lesiones en Acc-Core y sus controles no hubo una diferencia significativa de la actividad locomotora 
durante el periodo de ayuno (F(1,1s)=.6804;NS; Figura 16F). 
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Fig ura 16. Perfiles de actividad locomotora promedio ( ± SEM) de ratas con les iones falsas (símbolos negros) 
y con lesiones N!VIDA (símbolos blancos) en J\cc-Shell (izquierda) y Acc-Core (derecha) bajo condiciones ad 
libitum de alimentación (A-D), sincronizados a HRA (B-E) y durante 3 días en condiciones de ayuno (C-F). 
Las barras blancas y negras superiores indican el ciclo luz-oscuridad. Las barras grises horizontales en las 
gráficas de sincronización a HRA indican el momento de la llegada del alimento, mientras que las barras 
blancas horizontales en las gráficas de ayuno indican el momento del alimento esperado. *p<0.05 post hoc 
Tukey lesión vs con trol. 
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6.4 Discusión 

6.4.1 Diferenciación funcional del núcleo accumbens durante la sincronización por 
alimento 

De acuerdo con la hipótesis inicial de este trabajo, la respuesta que se observó con la 
expresión de c-Fos indica que ambos territorios del núcleo accumbens (shell y core) están 
involucrados en la AA y la ingestión de alimento, y que además existe una diferencia entre estos 
durante la sincronización, sugierendo que el núcleo accumbens, por su importancia en los procesos 
de reforzamiento y motivación, es determinante para la sincronización por alimento. 

E n Acc-Core hubo un incremento de la expresión de c-Fos iniciando en ZT-5, seguido por 
un incremento significativo en ZT-6, lo que sugiere que esta región es relevante en la expresión de la 
AA. E n Acc-Shell la expresión de c-Fos incrementó durante la ingestión en ZT -6, y fue mayor en las 
horas posteriores a la inges tión, indicando una mayor relación de esta región con la conducta 
consumatoria, y posiblemente con algunos aspectos metabólicos posteriores a la ingestión. Estas 
diferencias entre ambas regiones han sido reportadas en es tudios de microdiálisis, en donde se 
muestra que los niveles de dopamina extracelular incrementan en Acc-Core durante las conductas 
que llevan a la obtención del alimento, mientras que en Acc-Shell los niveles de dopamina 
extracelular incrementan al momento de la inges tión propiamente (Bassaero y Di Chiara, 1999a). 
Estas observaciones y las del presente es tudio, señalan la relación diferencial de ambas regiones 
durante la inges tión de alimento, indicando un mayor papel del Acc-Core con la anticipación, la 
búsqueda y obtención de alimento y una mayor relación del Acc-Shell posiblemente con la respuesta 
reforzante del alimento posterior a la inges tión. Además, durante las condiciones de ayuno solamente 
se observó una persistencia del patrón sincronizado de c-Fos en Acc-Core, indicando una relación de 
es ta región con el oscilador sincronizado por alimento. D ebido a la relación del Acc-Core con el 
sistema motor y por su importancia en la conducta de búsqueda de alimento (Bassaero y Di Chiara, 
1999a), estos resul tados apoyan la hipótesis de que el Acc-Core puede ser una estructura relevante 
para la expresión de la AA. 

En la segunda pa rte de es te experimento, las lesiones con NMDA de Acc-Shell y Acc-Core, 
también mostraron efectos di ferenciales. Bajo condiciones ad libitum, las ratas con lesiones en Acc­
Shell incrementaron la ingestión de alin1ento y el peso corporal en comparación con sus controles. 
Por otro lado, los animales con lesiones en Acc-Core mostraron una disminución en el peso corporal 
a lo largo de todo el es tu dio, así como un crítico decremento en la ingestión de alimento. Sin 
embargo, la actividad locomotora no se vió alterada durante estos primeros 15 días de linea base, por 
lo cual asumimos que el decremento en la ingestión de alimento no fu e debido a un deterioro en la 
actividad locomotora. 

Todos los animales mostraron sincronización de las concentraciones de AGL, aunque en los 
animales con lesiones en Acc-Core el nivel basal de este metabolito decrementó signi ficativamente. 
Los bajos niveles de AGL pueden deberse al decremento en la inges tión de alimento y al decremento 
en la ganancia de peso en estos animales. 

Así mismo, todos los aninules mostraron AA, sin embargo, en las ratas con lesiones en Acc­
Shell, el inicio de la AA fue m ás tempranamente y hubo un incremento significativo, mientras que en 
los animales con lesiones en Acc-Core se observó una AA disminuida y en algunos casos casi nula. 
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Las diferencias de los efectos de las lesiones, en cada región del núcleo accumbens, pueden 
deberse a las relaciones anatómicas específicas 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 
límbicas como la amígdala y el LH. Un papel diferencial entre el Acc-Shell y el Acc-Core en la 
ingestión 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 estimulación de la ingestión de alimento, 
mientras que si el bloqueo es directamente hacia la región Core, se deteriora la respuesta conductual 
hacia el alimento (Baldo y col. 2002; Hanlon y col. 2004). 

La relación anatómica entre el Acc-Shell y el LH, mediante una vía gabaérgica, tiene un papel 
relevante para el control de la alimentación. (Stratford y Kelley, 1997, 1999). La administración de un 
agonista gabaérgico en Acc-Shell incrementa la ingestión de alimento y la expresión de c-Fos en LH 
(Stratford y Kelley, 1999). Por lo tanto la lesión del Acc-Shell puede generar una desinhibición del 
LH debido a la ausencia de las proyecciones gabaérgicas de Acc-Shell, y así un incremento de la 
ingestión de alimento, de la AA y la persistencia de ésta durante el periodo de ayuno. 

La reducción en la amplitud e intensidad de la AA en animales con lesiones de Acc-Core, 
sugiere que esta región tiene mayor relación con las salidas del OSA en la expresión de la AA. El 
Acc-Core es relacionado a un sistema diferente que el Acc-Shell, debido a que el Acc-Core está 
mayormente vinculado con el complejo caudado-putamen. Estudios previos han descrito que una 
destrucción específica de las terminales dopaminérgicas en el complejo caudado-putamen inhibe la 
inges tión ele alimento pero no la locomoción en ratas (Salamone y col. 1993). A nivel molecular, 
ratones deficientes de la síntesis de dopamina se vuelven hipofágicos y mueren por inanición a las 4 
semanas de edad, lo que sugiere que la liberación de dopamina hacia el estriado es indispensable para 
la integración de esúmulos relevantes para la alimentación (Szczypka y col. 2001). 

El hecho de que la ingestión ele alimento decrementó 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 
características relevantes que le dan las propiedades de sincronizador (Mistlberger y Rusak, 1987). 
Cuando se reduce la cantidad del alimento durante la sincronización no se observa AA. Por otro 
lado, un estudio previo mostró un decremento de la AA por lesiones del núcleo parabraquial (NPB) 
en el tallo cerebral (Davidson y col. 2000) . La interpretación de estos resultados sugerían que el NPB 
es una vía de relevo de las señales de sincronización generadas por el alimento en el sistema 
diges tivo, por lo que la lesión del NPB puede decrementar la intensidad de las set'i.ales generadas por 
el alimento y por lo tanto decrementarse la AA. lnteresantemente, el NPB tiene una vía neuronal 
inditecta hacia el Acc-Core y Acc-Shell (Heimer y col. 1991). Esta relación anatómica y funcional 
entre el Acc-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 sincronización no fue suficiente para producit 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 mostró valores 
similares al grupo control. Es te efecto específico sobre la AA confirma que el resultado de la lesión 
no fue debido a un deterioro en general de la locomoción, )' sugiere un papel específico del Acc-Core 
como una región de salida para la expresión de la AA. La corteza prefrontal, incluyendo la corteza 
cingulada anterior y la prelímbica, proyecta hacia el Acc-Core, pero no hacia el Acc-Shell (Heimer y 
col. 1991 ). Recientes evidencias han descrito la expresión de genes reloj en una manera citcacliana en 
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la corteza prefrontal, y además que es ta expresión puede sincronizarse al alimento (Wakamatsu y col. 
2001). D e acuerdo a es tos resultados, y la propuesta de que la corteza prefrontal es un oscilador 
circadiano, el Acc-Core puede ser parte de una vía de salida hacia estructuras mo toras principales 
para la expresión de los ritmos conductuales sincronizados por alimento. Además, la corteza 
prefrontal y el Acc-Core están funcionalmente relacionados a través de una vía glutamatérgica, 
circuito que ha sido propuesto como determinante en la adquisición de conductas instrumentales 
(I<.elley, 1999). Un reporte previo describió que la administración intraperitoneal de un antagonista de 
los receptores N MDA (MK.-801) interfiere con la AA en ratas (Ono y col. 1996). Nuestros resultados 
indican de la misma manera un deterioro en la AA en los animales con lesiones en Acc-Core, que de 
acuerdo con el estudio citado previamente, sugiere que la expresión de la AA requiere de la 
integridad de esta vía corticoestriatal. 

Es ta posibilidad encuentra apoyo en un estudio en el cual se describió la expresión del factor 
de trascripción NPAS2 en una manera circadiana tanto en el estriado como en la corteza, y que en 
ratones knock out del gene NP AS2, la AA es deficiente (Dudley y col. 2003). Interesantemente, el 
núcleo accumbens es parte del estriado ventral, lo que sugiere a nivel fisiológico y molecular que las 
manipulaciones de esta región pueden ser críticas para la sincronización por alimento. 

Previamente se reportó que largas lesiones del núcleo accumbens en ratas no eliminan la AA 
(Mistlberger y Mumby, 1992) . E n es te estudio, los autores repor taron un decremento de la actividad 
general de los animales por lesiones "completas" del núcleo accumbens incluyendo o tras estructuras 
lesionadas como el septum, el pálido ventra l, la banda diagonal de broca, el núcleo del lecho de la 
estría terminalis, el complejo caudado-putamen y el PVT. La leve disminución en la AA fue atribuida 
al estado general de hipoactividad de los animales y la conclusión de los autores fue que el núcleo 
accumbens no era relevante para la sincronización por alimento. 

N ues tros resultados están parcialmente en acuerdo con es te es tudio, ya que aquí mostramos 
que la AA no es abolida por la les ión. Sin embargo, se observaron efectos di ferenciales en el inicio y 
la intensidad de la AA dependiendo del daño de cada región, lo cual indica que el núcleo accumbens 
es tá involucrado con la expresión de la AA, aunque és te puede no ser parte del mecanismo de 
oscilación del OSA. 

Al momento no existe una clara evidencia de un sustrato anatómico como OSA. Este primer 
experimento aporta in formación acerca del papel diferencial de las dos regiones del núcleo 
accumbens como dos componentes de un sistema distribuido: mientras que el Acc-Shell puede estar 
involucrado con los aspectos consumatorios y motivacionales de la ingestión, como una entrada al 
O SA, el Acc-Core puede estar involucrado con la expresión de la i\ A y ta l vez como una salida del 
OSA 
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7 EXPERIMENTO 2 

7 .1 Sincronización con un alimento apetitoso sin restricción de alimento 

En el segundo experimento, continuando con la hipótesis de la importancia de los aspectos 
reforzantes del alimento en la sincronización, se determinó si un alimento apetitoso, sin una 
privación de alimento como en la sincronización a HRA, puede sincronizar la AA, las 
concentraciones de glucosa y AGL, y además que posibles estructuras están participando con este 
paradigma de sincronización, y si estas estructuras o sus respuestas son diferentes a la de un 
paradigma de sincronización a HRA. Para esto se plantearon las siguientes hipó tesis y objetivos: 

7.1.1 Hipótesis específicas 

-La sincronización con un alimento altamente apetitoso es suficiente para generar AA en ratas sin 
privación de alimento regular. 
-Por la ausencia de un es tado catabólico, en los animales sincronizados a un alimento apetitoso, las 
concentraciones de glucosa así como de ácidos grasos libres no muestran sincronización. Sin 
embargo, por el alto contenido calórico 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 núcleo accumbens, 
la corteza prefrontal y la amígdala se sincronizan a la hora de acceso al alimento apetitoso. 
-La persistencia del patrón de actividad celular (c-Fos) sincronizado, después de interrumpir la 
sincronización, indica el papel de dicha estructura (ya se a las estrcuturas del sistema límbico o del 
hipotálamo) como posible oscilador circadiano. 
-Por la ausencia de un es tado catabólico, bajo la sincronización por un alimento apetitoso, los 
núcleos del hipotálamo Qateral, ventromedial, dorsomedial, paraventricular) muestran patrones 
temporales distintos a los observados en la sincronización a HRA. 

7 .1.2 Objetivos específicos 

-Evaluar si la sincronización con un alimento apetitoso (chocolate) en animales sin pnvación de 
alimento puede generar AA. 
-Evaluar la sincronización de los niveles de glucosa y ácidos grasos libres en plasma con un alimento 
apetitoso y si esos difieren de las concentraciones de animales sincronizados a HRA. 
-D eterminar por medio de la expresión de la proteína c-Fos, si es tructuras principalmente del sistema 
limbico como el núcleo accumbens, la amígdala y la corteza prefrontal se sincronizan al alimento 
apetitoso. 
-D eterminar si exis te una persistencia del patrón de actividad celular (c-Fos) después de interrumpir 
la sincronización en alguna de las estructuras centrales evaluadas. 
-Determinar la respuesta celular (c-Fos) de núcleos del hipotálamo (núcleo lateral, ventromedial, 
dorsomedial y paraventricular) por la sincronización con un alimento apetitoso. 
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7 .2 Diseño experimental 

7.2.1 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 
restricción de alimento regular (SAA; n=8). 

Todos los animales fueron puestos en cajas individuales de registro conductual. Los primeros 
15 días, como línea base, los animales estuvieron en un ciclo luz-oscuridad 12-12 (700 am encendido 
de la luz; ZTO) y con libre acceso al alimento. Al final del día 15, ambos grupos fueron expuestos 
respectivamente a su condición 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% proteínas, 51 % 
carbohidratos, 34% grasa. Valor calórico total 550 kcal/100g), sin privación de alimento regular 
(Rodent laboratory chow 5001). La sincronización 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 permaneció por 3 días en 
condiciones de ayuno, mientras que el grupo SAA permaneció por 4 días en condiciones ad libitum de 
alimento regular. Después de la fase de evaluación de la persistencia, todos los animales estuvieron 
con libre acceso al alimento y permanecieron en registro conductual por 3 semanas más. 

7 .2.2 Análisis inmuhistoquímico y metabólico 

Otro grupo de animales fue asignado a un grupo sincronizado a Hlv \ (n= 15) y otro SAA 
(n=15) para el análisis celular y de las variables metabólicas. 

E n el último día de sincronización, los animales 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 metabólicos y de expresión de c-Fos 
sincronizados al alimento apetitoso, otro grupo de ratas fue sacrificado 4 días después de la 
interrupción de la sincronización (P-SAA; n= 12) en los mismos puntos temporales que el grupo 
sincronizado (ZT-4, ZT-6 y ZT-8). Para este grupo, se utilizó como control un grupo de animales 
mantenido baio condiciones ad libitum (AL; n= 12) sin una previa sincronización al alimento apetitoso 
(n=4 por grupo y punto temporal). 
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7.3 Resultados 

7.3.1 Sincronización de la actividad locomotora a un alimento apetitoso 

En los primeros 20 días bajo condiciones ad libitum, todos los animales mostraron un claro 
ritmo diurno de su actividad (Figuras 17 A, B y 18 A, D). Durante la sincronización a HRA (Figura 
17 A) o a una dieta apetitosa (Figura 17 B), todos los animales presentaron AA (Figuras 18 B, E) . E l 
análisis es tadístico confirmó un efecto significativo de ambos protocolos de sincronización en la 
actividad locomotora (HRA, F(47,329) =3.693;p< 0.0001 ; Dieta apetitosa, F(47,329)=15.56;p<0.001 ), y el 
análisis post-hoc indicó que la AA fue significativamente más intensa que la ac tividad diurna esperada. 
La locomoción durante la AA fue más intensa en los animales sincronizados a HRA que la de 
animales sincronizados al alimento apetitoso. 
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Figura 17. Actogramas representativos 
de la actividad locomotora de ratas 
sincronizadas a HRA (A) y a una dieta 
apetitosa (B) . En los actogramas cada 
línea representa un día de regis tro. Las 
barras superiores representan el ciclo 
luz-oscuridad. La barra vertical en A 
indica el tiempo de acceso al alimento 
durante la sincronización a HRA (gris) y 
los clías de ayuno (blanca). Los 
triángulos gnses en B indican el 
comienzo y final de la sincronización al 
alimento apeti toso . Note la persistencia 
de la AA después de la interrupción del 
acceso a la dieta apetitosa por al menos 
4 ciclos. 

D urante los 3 días de ayuno, la persistencia de la AA en los animales sincronizados a HRA 
fue evidente (F(47,329)= 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 !ibit111n por al menos 4 ciclos (Figura 
8F; F(47,329)= 11.619;p< 0.001). 
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Figura 18. Perfiles de la actividad 
promedio (± SEM) de la locomoción 
de ratas sincronizadas HRA 
(círculos blancos) y a un alimento 
apetitoso (SAA; círculos negros) 
durante condiciones ad libitum (A, D), 
duran te la sincronización (B, E) y 
durante los 3 días en ayuno (C) o 4 
días después de la interrupción 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 Sincronización metabólica a un alimento apetitoso 

En el grupo de animales sincronizados a HRA se observó una clara sincronización de las 
variables metabólicas. La glucosa mostró un incremento después de la ingestión 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 observó un patrón de sincronización ni de la glucosa ni ele los AGL (Figura 
19), sin embargo, se observó un incremento en las concentraciones de glucosa en los 3 puntos 
temporales. El ANOVA mostró una diferencia significativa entre el grupo sincronizado a HRA y el 
SAA (F(1 ,27)=24.93;p<0.0001, glucosa; F(t ,27)=9.814;p< 0.0001 , 1\GL), así también para el factor 
tiempo (F(2,27)=5.727;p < 0.0001, glucosa; F(2,27)=3.35;p< 0.05, AGL). 
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Figura 19. Concentraciones plasmáticas de 
glucosa y ácidos grasos libres (AGL) durante la 
sincronización a HRA (círculos negros) o 
SAA (círculos blancos). Las flechas indican el 
momento de acceso al alimento. *post-hoc 
Tukey p<0.05 entre grupos, + post-hoc Tukey 
p<0.05 entre puntos temporales para el grupo 
de anímales sincronizados a HRA. 
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7.3.3 Expresión de c-Fos durante la sincronización a HRA o a un alimento apetitoso 

Hipotálamo 

En los núcleos DMH, LH y PVN del hipotálamo, los animales sincronizados a HRA 
mostraron un mayor incremento en la expresión de c-Fos en comparación con los animales 
sincronizados a una dieta apetitosa (Figura 20). E l incremento se presentó en el núcleo DMH y LH 
en las 3 fases evaluadas, mientras que en los animales con un alimento apetitoso no se observó 
ningún 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 alimentación, en ZT-8, pero no para el grupo SAA 
(Figura 20) . 

Por el contrario, en VMH no se observaron fluctuaciones en la expresión 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 observó 
un incremento de c-Fos anticipando la hora de llegada del alimento (Figura 20). Para los datos 
observados en DMH y PVN, el análisis estadístico indicó diferencias significativas en los factores 
grupos, tiempo y la interacción de estos. Para el LH hubo una diferencia en el factor grupo, mientras 
que para el VMH se observó una diferencia significativa en el factor tiempo y la interacción de los 
factores tiempo y grupo (Tabla 3). 
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Figura 20. Las gráficas del panel 
izquierdo muestran el número de células 
inmunopositivas a c-Fos en el núcleo 
dorsomedial (DMH), lateral (LH), 
paraventricular (PVN) y ventromedial 
(VMH) del hipo tálamo de animales 
sincronizados a 1-!RA (• ) y a un alimento 
apeti toso (O) . El panel de la derecha 
mues tra la expres ión de c- Fos en 
animales en condiciones ad libitum ( j. ) y 
ad libitum posterior a la sincron ización 
con un alimento apetitoso (1\). Las 
flechas indican el tiempo de acceso al 
alimento:• post-hoc Tukey p<0.05 entre 
grupos, + post-hoc Tukey p<0.05 entre 
puntos temporales para el grupo 
sincronizado a 1-IRA en D Ml-J Y PVN y 
para el sincronizado a una dieta apetitosa 
en VMH. 
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Después de interrumpir la sincronización con la dieta apetitosa, se observó un decremento 
del número de células inmunopositivas a c-Fos en estos animales en comparación con animales 
control bajo condiciones ad libitum (Figura 20). El ANOV A mostró diferencias significativas en el 
factor grupo para el DMH, LH y PVN, y en el factor tiempo para el VMH (Iabla 3). 

En el NSQ no se observó una sincronización de la expresión 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 último grupo. Una diferencia significativa entre grupos fue 
observada. Al finalizar la sincronización de la dieta apetitosa, no se observaron cambios en este 
grupo ni en su grupo control (ad libit11m; Figura 21; Tabla 3). 

Tabla 3. Valores de F y P obtenidos con un ANOVA de dos vías para medidas independientes para el 
número de células inmunoreactivas a c-Fos en el hipotálamo entre los animales sincronizados a HRA vs SAA 
y entre animales en condiciones ad /ibitum (AL) vs ad libitum después de interrumpir la sincronización con 
alimento apetitoso (P-SAA). 
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NUCLEO/ CONDICION GRUPO 

HRA vs SAA F(1,21) P< 

DMH 240.11 0.0001 
LH 150.57 0.0001 

PVN 128.59 0.0001 

VMH 1.02 NS 

SCN 19.10 0.0002 

AL VS P-SAA F(1,23) P< 

DMH 42.28 0.0001 

LH 93.52 0.0001 

PVN 65.43 0.0001 

VMH 1.04 NS 

SCN 4.67 0.04 

Sincronización 1200 Ad libitum 

1000 

TIEMPO 

F (2,21) P< 

26.73 0.0001 
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11.23 0.0002 
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F(2.23) P < 
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Figura 21. (Panel izquierdo) Número 
de células expresando c-Fos en el 
NSQ de ratas sincronizadas a H.Ri\ 
(• ) y SAA (o). (Panel demho) 
expresión de la proteína c-Fos en 
animales bajo condiciones ad libitum 
( T ) y ad /ibit11m después de la 
sincronización a un alimento 
apetitoso ( 'V ). Las fl echas indican el 
momento de acceso al alimento.* 
post-hoc Tukey p<0.05 entre grupos. 
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Sistema fímbico 

En las estructuras del sistema límbico (Acc-Core, Acc-Shell, Arrúgdal y corteza prefrontal) , el 
número de células inmunoreactivas a e-Pos fue mayor en el grupo de animales SAA que en el grupo 
sincronizado a HRA. En el grupo SAA se observó una expresión máxima de e-Pos anticipando la 
llegada del alimento en ZT-4 y ZT-6 (Figuras 22-23). 

Durante el periodo de persistencia, después de la interrupción de la smcroruzación, se 
observó un patrón diferente de expresión de e-Pos entre el grupo SAA y el grupo sincronizado a 
HRA (Figura 22) . En todos los núcleos evaluados (Acc-Core, Acc-Shell, CeA y PPC) en ZT-4 se 
observó un incremento significativo de la expresión de c-Fos en el grupo de animales SAA 
anticipando la llegada subjetiva del alimento apetitoso. El ANOVA indicó efectos significativos en el 
factor grupo, tiempo y l¡¡ interacción de ambos factores (Tabla 4). 
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Figura 22. Las gráficas del panel izquierdo mues tran el número d e células inmuno pos itivas a c-Fos en el 
núcleo accumbens shell (Acc-Shell) , core (Acc-Core) , central de la amígdala (CeA) y corteza prefro ntal (PFC) 
de animales sincroni zados a HRA (• ) y SAA (o). E l panel de la d erecha mues tra el grupo de animales ad 
libitum ( Á) y ad libitum con una sincronización previa a un alimento apetitoso (1\). Las fl echas inclican el 
tiempo d e acceso al alimento o esperado (derecha).* post-hoc Tukey p < 0.05 entre grupos, + post-hoc T ukey 
p <0.05 en tre puntos temporales . 
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Figura 23. Microfotografías 
representativas de la expresión de 
la proteína 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 área 
correspondiente. La barra 
horizontal representa una escala 
de 120 µm. ac; comisura anterior, 
LV; ventrículo lateral. 

Tabla 4. Valores de F y P obtenidos con un ANOVA de dos vías para medidas independientes para el 
número de células inmunoreactivas a c-Fos en el sistema limbico entre los animales sincronizados a HRA vs 
SAA y entre animales en condiciones ad libitum (AL) vs ad libitum con una previa sincronización con alimento 
apetitoso (P-SAA). 

NUCLEO/CONDICION GRUPO TIEMPO GRUPO X TIEMPO 

HRAvs SAA F(1,21) P< F (2.27) P < F(Z,27) P < 

Acc-Co 42.15 0.0001 4.09 0.03 3.03 NS 
Acc-Sh 69.57 0.0001 2.84 NS lü.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 

ALvs 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 

Acc-Sh 46.48 0.0001 16.93 0.0001 13.35 0.0002 

Ce A 79.59 0.0001 27.61 0.0001 23.58 0.0001 

PFC 381.52 0.0001 29.36 0.0001 27.02 0.0001 
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7.4 Discusión 

7.4.1 Sincronización de la AA 

En el segundo experimento, observamos que la SAA puede generar AA y que además és ta 
persiste en la ausencia del alimento apetitoso al menos por 4 ciclos, sugiriendo que está implicado un 
mecanismo de oscilación circadiano. Las concentraciones de glucosa y AGL no se sincronizaron por 
el alimento apetitoso como sucede por la sincronización a HRA. Además, durante la SAA, 
estructuras del sistema límbico, pero no del hipotálamo, mostraron un evidente incremento en la 
expresión de la proteína c-Fos anticipando el acceso al alimento. También se observó persistencia de 
esta activación celular después de la interrupción de la sincronización, indicando que estas estructuras 
limbicas están involucradas con este proceso de sincronización. 

N uestros resultados, como en previos estudios (Mistlberger y Rusak, 1987, Abe y Rusak, 
1992), muestran que un alimento apetitoso, sin restricción 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 se debe, además del estado motivacional, a las condiciones metabólicas críticas generadas por la 
alternancia de largos intervalos de ayuno y cortos intervalos de alimentación en los que se encuentran 
los animales, que generan diversos cambios metabólicos y fisiológicos y que, aunados a los 
motivacionales, incrementan la intensidad de la AA (Escobar y col. 1998; Mendoza y col. 2003; 
Martinez-Merlos y col. 2004). 

A pesar de que se observó sincronización de la actividad locomotora, las concentraciones de 
glucosa y AGL no mostraron sincronización al alimento apetitoso, lo que sugiere que un estado 
catabólico por la privación de alimento no es necesario para generar AA, y que las propiedades 
reforzantes del alimento pueden ser suficientes como señal sincronizadora en la expresión de la AA. 
Estos resultados se apoyan de estudios previos en los cuales se demuestra que el valor nutricional y 
rcforzante del alimento son factores determinantes para la sincronización de la AA (Abe y Rusak, 
1992) . Sin embargo, en los es tudios previos cuando la cantidad del alimento disminuia a solo 4 
gramos, no todos los animales mostraban AA, lo que llevó a los autores a sugerir que tanto lo 
apetitoso del alimento como el tamaño del mismo son relevantes para la sincronización (Mistlberger 
y 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 además del valor 
calórico, el valor reforzante del alimento apetitoso es también determinante para la sincronización. 

7.4.2 Sincronización de la glucosa y AGL 

Por otro lado, debido a que la AA se sincronizó por al alimento apetitoso, com o sucede por 
los HRA, pero no se sincronizaron las variables metabólicas, sugerimos que los mecanismos que 
subyacen la sincronización por H RA y la sincronización con una dieta apetitosa son diferentes, ya 
que en ratas con HRA hay una sincronización conductual y metabólica, pero en los animales SAA 
solamente se presenta una sincronización conductual. Estos datos apoyan estudios previos que 
muestran diferentes respuestas en parámetros metabólicos y en la expresión de genes reloj en el 
sistema diges tivo con respecto a las respuestas conductuales ele animales sometidos a HRA, 
sugiriendo que en la sincronización por alimento están implicados dos procesos: un proceso central 
(sincronización conductual) y un proceso periférico (sincronización metabólica) (Daviclson y col. 

41 



2003; Martínez-Merlos y col. 2004). Para la sincronización con un alimento apetitoso posiblemente 
se encuentra principalmente involucrado el mecanismo central. 

7.4.3 Sincronización de la expresión de c-Fos en el hipotálamo y el sistema límbico 

En la segunda fase de este experimento, se observó la sincronización por el alimento 
apetitoso de c-Fos en estructuras específicas. En un estudio previo de nuestro grupo, bajo 
condiciones de ayuno en animales previamente sincronizados a HRA, núcleos del hipotálamo como 
el DMH y el LH mostraron una clara persistencia de la expresión de c-Fos a la misma hora que 
durante la sincronización, indicando que estos núcleos pueden ser parte del maquinaria del O SA. 
Además, el incremento de c-Fos se presentó también en el PVN después de la alimentación, 
indicando que éste puede ser una vía de entrada a nivel central hacia el OSA (Angeles-Castellanos y 
col. 2004). En el presente estudio, encontramos resultados similares en el hipotálamo de animales 
sincronizados a HRA, lo que apoya la idea de que por la relevancia del hipotálamo en la inges tión de 
alimento, la inmunoreactividad de c-Fos en esta estructura es determinante para la sincronización 
(Angeles-Castellanos y col. 2004). 

Por otro lado, en este estudio la expresión de c-Fos en el hipotálamo no mostró cambios en 
animales SAA y sin privación de alimento regular. Esto sugiere que bajo condiciones de HRA la 
alternancia catabolismo/anabolismo involucra núcleos hipotalámicos determiantes en el balance 
energético. Debido a que los animales SAA no se encontraban en un es tado catabólico, el patrón de 
expresión de c-Fos no cambió en el hipotálamo como en los animales sincronizados a HRA. 

En el NSQ tampoco se mostró un cambio en la expresión 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 
sincronización por alimento de la expresión 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. 
restricción de alimento) y la fuerza del ciclo luz-oscuridad como principal sincronizador del NSQ son 
características relevantes para la sincronización bajo este paradigma (Challet y col. 1998), los HRA o 
la sincronización con un alimento apetitoso no generan un efecto sobre la expresión de c-Fos en el 
NSQ. 

Como pudimos observar en el primer experimento de es te estudio, la expresión de c-Fos 
muestra un incremento en ambas regiones del núcleo accumbens en los animales sincronizados a 
HRA, además, un es tudio previo mostró que la máxima expresión de genes reloj en la corteza y el 
hipocampo está 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 es tar 
implicadas en la sincronización a HRA. 

Interesantemente la expresión 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 activación 
en el Acc-Shell, Acc-Core, CeA y PFC fue evidente antes y en el momento de acceso al alimento 
apetitoso (ZT-4, ZT-6), indicando que estos núcleos subyacen la manifestación de la AA. 
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La activación celular en el núcleo 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 liberación de dopamina (Bassaero y Di Chiara, 1999b). Debido a que en la corteza la expresión 
circadiana de genes reloj cambia por la sincronización a HRA, no podemos descartar el papel de un 
mecanismo motivacional generado por la restricción de alimento, sin embargo, debido a que la 
expresión de c-Fos en la corteza de animales SAA fue mayor que la de los animales sincronizados a 
HRA, sugerirnos que ante un alimento apetitoso está principalmente implicado un mecanismo de 
reforzamiento o que subyace el aspecto hedónico 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 alimentación, con HRA y con alimento apetitoso, en ambos está implicado 
un mecanismo motivacional. 

En la CeA, se observó también un incremento de c-Fos por la sincronización al alimento 
apetitoso, diferente al que se presenta por la sincronización a HRA. La CeA es una estructura 
relevante para los procesos reforzantes y motivacionales generados por el alimento (Giraudo y col. 
1998; Berridge, 2003). Así mismo, la CeA es considerada como parte de las estructuras relacionadas 
con los aspectos limbicos del sabor y por la relación anatómica-funcional con el hipotálamo, 
determinante para el control de la ingestión de alimento (Petrovich y col. 2002). En este es tudio las 
ratas SAA mostraron una elevada activación de c-Fos en la CeA, lo cual sugiere que está implicada 
una respuesta generada por el sabor reforzante del chocolate. En otros estudios, se ha demostrado 
que el alimento genera una activación de c-Fos en la CeA, y que además la lesión de esta región 
produce una disminución en la preferencia por soluciones de sacarosa en ratas (T ouzani y col. 1997; 
Kirn y col. 2001). 

Observamos una persistencia, (al menos en ZT-4) de oscilaciones autosostenidas en la 
expresión de c-Fos en ambas regiones del núcleo accumbens (shell y core), en la PFC y en la CeA en 
el día 4 después de suspender la sincronización con el alimento apetitoso, la cual se presentó en fase 
con la persistencia conductual de los animales en la primera fase de este experimento, indicando una 
posible relación entre la persistencia de la AA y la activación celular de estos núcleos. 

Todos estos resultados sugieren que algunos núcleos del sistema límbico tienen la capacidad 
de expresar oscilaciones circadianas y persistencia de es tas oscilaciones por una sincronización con 
un alimento apetitoso sin restricción de alimento regular, y que la AA puede ser una de las salidas de 
estos osciladores. 

Con estos datos, sugerimos que el papel del sistema límbico es determinante para la 
activación conductual durante la SAA o inclusi\•e a HRA. D ebido a que previos trabajos sugieren la 
exis tencia de diversas estructuras en el SNC que tienen características funcionales de osciladores 
circadianos (Masubuchi y col. 2000; Amir y col. 2004), los presentes resultados indican que las 
estructuras del sistema límbico evaluadas en este estudio, como posibles osciladores circadianos, 
pueden ser sincronizados por un alimento apetitoso. Además, otros estudios han reportado que el 
significado motivacional de otro tipo de estímulos, como la es tímulación 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 hipótesis de que la conducta y 
la actividad de ciertas estructuras del sistema límbico pueden ser sincronizadas con un alimento 
apetitoso, sin restricción de alimento regular, y que este mecanismo es diferente del mecanismo que 
subyace la sincronización a HRA. 
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Ya que no existe una evidencia clara de la localización anatómica de un OSA (Mistlberger 
1994; Stephan, 2002), y debido a que en la sincronización a HRA y a un alimento apetitoso no está 
involucrada sólo una estructura en el sistema nervioso central, sugerimos que en la sincronización 
por alimento se encuentra implicado un sistema multioscilatorio. 

En conclusión, el presente estudio muestra que, contrario a los HRA, un alimento apetitoso 
puede sincronizar la AA, pero no sincroniza algunos parámetros metabólicos, y que esta 
sincronización puede depender de estructuras específicas a nivel central, como el núcleo accumbens, 
la amigdala y la corteza prefrontal. 

8 EXPERIMENTO 3 

8. 1 Sincronización del NSQ por un alimento apetitoso sin restricción de alimento 

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

8.1.1 Hipótesis específicas 

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

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

8.1.2 Objetivos específicos 

-Determinar si un alimento apetitoso puede sincronizar el ritmo circadiano de actividad locomotora, 
de glucosa y ácidos grasos en plasma, así como el ritmo de expresión de las proteínas c-Fos y PER-1 
en el núcleo supraquiasmático en animales bajo condiciones de oscuridad constante (sin competencia 
entre sincronizadores) y sin privación de alimento. 

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

8.2 Diseño experimental 

8.2.1 Sincronización conductual 

Grupos: 24 ratas fueron asignadas aleatoriamente a uno de tres grupos; un grupo control, el 
cual fue sincronizado a HRA (n=S) por 3 semanas; otro sincronizado a un alimento apetitoso (SAA) 
por 5 semanas (n=S), y un tercer grupo como control para evaluar un posible efecto de estrés o 
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alertamiento en los animales, por la manipulación de las cajas al momento de dar el alimento regular 
o el apetitoso, en el que la manipulación consistió solamente en mover la tapa de la ca¡a simulando la 
llegada del alimento (n=8), esta manipulación fue por 5 semanas. La sincronización a HRA y SAA, 
así como la manipulación conductual, se realizaron a las 1400 horas geográficas. 

Todos los animales fueron expuestos 20 días como línea base (previo a la sincronización) en 
condiciones de oscuridad constante y bajo condiciones ad libitum. 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 sincronización, todos los animales continuaron en registro conductual, en 
condiciones de alimentación ad libitum, s!Il ningún tipo de manipulación y bajo condiciones de 
oscuridad constante por 3 semanas más. 

8.2.2 Sincronización metabólica y de la expresión de c-Fos y PER-1 

Para el análisis celular y metabólico, y por los resultados conductuales previamente obtenidos, 
solamente se utilizó un grupo sincronizado al alimento apetitoso (SAA). Los animales permanecieron 
en oscuridad constante por 20 días como línea base antes de iniciar la sincronización. Posteriormente 
los animales fueron sincronizados por 45 días (al igual que los animales en el análisis conductual) a 5 
g del alimento apetitoso (chocolate; 10% proteínas, 51% carbohidratos, 34% grasa. Valor calórico 
total 550 kcal/100g) . 

E n el último día de la sincronización, 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 y 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 análisis celular de c-Fos y PE R-1, y las muestras de sangre para 
determinar las concentraciones de ácidos grasos libres y glucosa. 

8.3 Resultados 

8.3 .1 Sincronización d e la actividad locomotora en oscuridad constante a un alimento 
apetitoso vs un horario restringido de alimento 

Los animales sincronizados a HRA mostraron un incremento de la actividad locomotora 
previo al acceso del alimento (AA) . Además, fue evidente un claro patrón ele actividad locomotora en 
libre corrimiento independientemente de si la sincronización por alimento coincidía con la fase de 
actividad o de reposo del animal, indicando que la actividad locomotora dependiente del NSQ no se 
sincronizó 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 simulación de sincronización por la manipulación de la 
tapa ele la caja de registro tampoco mostró sincronización de la actividad locomotora, indicando que 
un posible efecto de es trés, o por la activación conductual del anin-ial, no fue suficiente para 
sincronizar la conducta de los animales (Figura 25). 
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Figura 24. Actogramas representativos de 
la conducta de inges tión de agua de dos 
animales control sincronizados a HRA. La 
barra vertical gris, indica el tiempo y los días 
de sincronización. E n el actograma superior, 
la sincronización coincidió con la fase de 
reposo del animal, mientras que en el 
actograma inferior la sincronización 
coincidió con la fase de actividad. Para 
ambos actogramas, exis te una clara 
actividad de anticipación al alimento, Sin 
embargo, además de la AA, es evidente el 
componente de actividad en libre 
corrimiento, indicando que no exis tió 
sincronización del NSQ por los HRA. 

Figura 25. Actogramas representativos 
de la actividad locomotora de dos 
anin1ales control en los que se sin1uló 
una sincronización con una sin1plc 
manipulación de la tapa de la caja de 
regis tro. La hora y el número de días de 
dicha manipulación es indicado por la 
línea verti cal negra. La presencia de los 
ritmos de actividad locomotora en libre 
corrimiento indican que la conducta no 
se modificó por la manipulación. 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 expresión de actividad de anticipación, pero 
en contraste mostraron una clara sincronización del componente de actividad en oscilación 
espontánea, ajustando el final de su fase de actividad con la llegada del alimento (Figura 26). 

Dependiendo del periodo endógeno en libre corrimiento de cada rata, la sincronización se 
estableció en un corto plazo (periodos largos) o tardó más días (periodos cortos), por lo cual se 
observó una correlación entre el periodo endógeno y la velocidad de sincronización al alimento 
apetitoso (t=4.73, p<0.003; Figura 27). Una vez establecida dicha sincronización, el componente de 
actividad, dependiente del NSQ, se mantuvo con un periodo de 24 h (Figura 29). Después de 
finalizar la sincronización, se observó una persistencia de fase y periodo ·por más de 20 días, 
sugiriendo que el alimento apetitoso es un sincronizador potente para el NSQ (Figura 26). 
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Figura 26. Actogramas representativos de la actividad locomotora de cuatro animales sincronizados a un 
alimento apetitoso. La hora y el número de días de sincronización del alimento apetitoso (SAA) es indicado 
por la línea vertical negra. En el panel de la izquierda se observan 2 animales que tardaron más clías para 
establecer una relación 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 número de días para sincronizarse. 
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Se determinó el periodograma por un método de X) de las tres fases experimentales del 
registro conductual: antes de la sincronización, durante la sincronización y después de la 
sincronización. Los resultados indicaron que previo a la sincronización, los animales mostraban un 

periodo endógeno de 24.17 ± 0.03, durante la sincronización el periodo fue 24.01 ± 0.01, y al 

finalizar la sincronización de 23.97 ± 0.01 (Figura 28). El análisis estadístico indicó una diferencia 
significativa entre la fase ad libitum previa a la sincronización y la fase de sincronización y ad libitum 
posterior a la sincronización (F(z,19)=16.127; p<0.0001). 
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Figura 28. Periodo promedio 
de la actividad locomotora 
antes, durante y después de la 
sincronización a un alitnento 
apetitoso (medias ± SE!v!). 
*post-hoc Tukey p<0.05. 

En el análisis de la sincronización metabólica, se observó que las concentraciones de glucosa 
reflejaron un patrón diurno correspondiente al patrón de actividad-reposo observado, con un primer 
incremento antes del inicio de la noche subjetiva. Otro incremento se obse1vó como respuesta a la 
ingestión de chocolate al inicio del día subjetivo (ZT-0) (Figura 29). El ANOVA mostró diferencias 
significativas entre los puntos temporales (F(S,17)=9.069;p< 0.0002) . 
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Por otro lado, las concentraciones de AGL mostraron un incremento máximo en ZT-4, 4 
horas después de que los animales habían ingerido el alimento apetitoso (Figura 29), el cual fue 
estadísticamente significativo (F(s,1s)=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 ingestión del alimento 
apetitoso (con altos niveles de grasa). 
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Figura 29. Concentraciones de glucosa 
(gráfica superior) y AGL (gráfica inferior) 
a lo largo de un ciclo de 24h de los 
animales sincronizados a un alimento 
apetitoso (medias ± SEM). La flecha 
indica la llegada del alimento (ZT-0), y el 
área rayada representa el periodo de 

AGL actividad de los animales, el cual fue 
determinado por los registro de actividad 
obtenidos de cada animal en los 
actogramas). *post-hoc Tukey p<0.05. 

8.3.3 Expresión de c-Fos y PER-1 en el NSQ 

La expresión de c-Fos en el NSQ de las ratas sincronizadas al alimento apetitoso, mostró en 
ZT-0 un punto de mayor expresión de la proteína estadísticamente significativo 
(F(5,18)= 4.679;p< 0.006), anticipando el momento en que los animales recibían el alimento (Figura 
30). 

Por otto lado, en la expresión de la proteÚla PER-1 se observó un claro ritmo circadiano, en 
donde el mayor número de células expresando la proteína fue en ZT -8 y ZT-12, al inicio de la 
actividad del animal (F(s,1s)= 17.511;p< 0.00001), mientras que en ZT-0, hora en que los animales 
recibían el alimento apetitoso, se observaron niveles bajos ele la expresión de PER-1 (Figura 30). 

La expresión máxima ele la proteína PER-1 en animales sincronizados a un ciclo luz­
oscuridad 12:12 es entre ZT-10 y ZT-12 al inicio ele la fase de actividad y ésta decae al final de 
actividad (Reppert y Weaver, 2001; Hastings y col. 2003). El patrón temporal observado en el grupo 
sincronizado con alimento apetitoso coincide con esta dinámica previamente reportada. 
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Figura 30. Número de células (Superior) y microfotografias (Inferior) represen tativas de la expresión de la 
proteína c-Fos y PER-1 en el NSQ de animales sincronizados al alimento apetitoso. En la gráfica, 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 120~Lm. El área rayada en la grá fica representa el periodo de actividad de 
los animales. 3V, tercer ventrículo; QO, quiasma óp tico. *post-hoc Tukey p<0.05. 

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

E l análisis de la expresión de c-Fos y PER-1 en el PVT y la HIL, como posibles estructuras 
involucradas con la vía anatómica por la cual el alimento apetitoso tuviera acceso al NSQ, mostró 
que en PVT la expresión máxima 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). E l análisis estadístico mostró dife rencias 
significativas entre los diferentes puntos temporales (c-Fos, F(s,1 s)=3.492;p<0.022; PER-1, 
F (s.1s) = 4.7 SS;p<0.006). 

En la HIL se mostró un incremento en ZT-16, el patrón de c-Fos observado indica que la 
actividad de este núcleo no coincide con el patrón temporal de la sincronización 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 observó una 
disminución del número de células positivas a c-Fos (Figura 32). A pesar del claro incremento en el 
número de células expresando c-Fos en ZT-20, el ANOVA no mostró diferencias signi fica tivas entre 
los puntos temporales evaluados (F(S,16)=2.583;NS). D ebido a que los cortes procesados con el 
anticuerpo PER-1 no mostraron inmureactividad en la HIL, sólo se realizó el conteo para c-Fos. 
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F igura 31. Número de células (Supen01) y microfotografias (Inferior) representativas de la expresión de la 
proteína c-Fos y PER-1 en el PVT de animales sincronizados a la dieta apetitosa. E n la gráfica, la fl echa indica 
la hora de llegada del alimento (ZT-0). Las líneas punteadas delimitan el área anterior del núcleo PVT (PVTa). 

Ver detalles figura 30. + *post-hocTukey p<0.05 Fosy PER-1 respettivamente. 

8 12 16 20 

Tiempo (ZT-h) 

7.T-8 ZT-12 ZT- 16 ZT-20 

o 4 

ZT-0 ZT-4 

Figura 32. Número de 
células y microfotografías 
representativas de la 
expresión de la proteina c­
Fos en la 1-IIL de animales 
sincronizados al alimento 
apetitoso. Ver detall es 
figura 30. 

51 



8.4 DISCUSIÓN 

8.4.1 Un alimento apetitoso sincroniza al NSQ 

En el tercer y último experimento se pudo observar que un alimento apetitoso, sin privación 
de alimento, puede sincronizar la actividad celular del NSQ (c-Fos y PER-1) así como dos de sus 
principales salidas, la actividad locomotora y las concentraciones de glucosa. Además de que la 
potencia del alimento apetitoso se mostró al finalizar la sincronización 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 vía por la cual el alimento apetitoso tenga acceso como sincronizador hacia el NSQ. 

Bajo condiciones de oscuridad constante, el ritmo de actividad locomotora, en oscilación 
espontánea, se sincronizó a la ingesta diaria de un alimento apetitoso, dicha sincronización se 
estableció cuando la hora de acceso al alimento coincidió con el final de actividad de los animales, 
indicando una relación de fase entre el sincronizador (alimento apetitoso) y una fase específica (final 
de la actividad) del ciclo circadiano de actividad locomotora. 

8.4.2 Sincronización conductual 

Nuestros resultados son apoyados por un trabajo previo en el que la ac tividad locomotora en 
hamsters se sincronizó con la combinación de un alimento apetitoso y restricción de alimento (Abe y 
Rusak, 1992). La sincronización de la actividad locomotora tanto del trabajo previo como en este 
estudio se observó 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 alimentación, es determinante para que el 
alin1ento pueda ejercer una potencia como sincronizador (Challet y col. 1998). 

Esto se ha demostrado en otros estudios en los que animales sincronizados a un ciclo luz 
oscuridad y bajo condiciones de res tricción de alimento, la actividad locomotora no se sincroniza al 
alimento, solamente se observa una alteración en el ángulo de fase de la actividad locomotora con el 
ciclo luz-oscuridad y un alteración en la expresión de genes reloj, así como su respuesta tanto 
conductual como molecular a un pulso de luz (Challet y col. 1998, 2003; Mendoza y col. datos no 
publicados). 

Es tos resultados apoyan otro tipo de es tudios de sincronización no luminosa, en los cuales se 
ha obserrndo la sincronización de la actividad locomotora cuando se establece una relación de fase 
entre la adtninistración 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; G lass y col. 2001; Slotten y col. 
2002). 

Otro es tudio previo mostró que ratones sincronizados a 6 horas de libre acceso al alimento y 
bajo condiciones de oscuridad constante muestran sincronización del ritmo de actividad locomotora 
y de la expresión de la proteína PER-2 (Castillo y col. 2004). E n este estudio, como o tros (Challet y 
col. 1998), se sugiere que en ausencia de un ciclo luz-oscuridad, los HRA o la sincronización a una 
dieta hipocalórica son po tenetes sincronizadores para el NSQ. 
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Debido a que el periodo endógeno (t) del ritmo de actividad locomotora se ajustó al periodo 

del sincronizador (f; chocolate), y por el establecimiento de una relación de fase entre estos (estado 
estable), podemos afirmar que hubo una sincronización del ritmo de actividad locomotora. Por otro 

lado, la velocidad de sincronización mostró ser dependiente del t del ritmo de actividad locomotora. 
Los animales que mostraban un ritmo cercano a 24 h tardaron más días en establecer una relación de 

fase con el sincronizador (aproximadamente 25 días), mientras que los animales que mostraban un t 

mayor de 24 h establecían una relación de fase en menos días (5 días aproximadamente). Esto se ha 
demostrado en otros trabajos, y de hecho ha sido establecido como un criterio para establecer la 

sincronización. La velocidad angular de un oscilador (dado por t ) determina el número de ciclos 
necesarios (ciclos transitorios) para establecer una relación de fase estable entre el ritmo endógeno y 
el sincronizador (Aschoff, 1984; Pittendrigh, 1984; Daan y Aschoff, 2001; Roenneberg y col. 2003). 

8.4.3 Sincronización metabólica 

El pico máximo de las concentraciones de glucosa se observó exactamente a la hora en que 
los animales tenían 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 embargo, y 
debido a que las muestras de plasma obtenidas en ZT-0 fueron de animales que no habían recibido 
aún el alimento, el incremento de las concentraciones de glucosa en este punto temporal podría 
explicarse por una activación autónoma (simpática), controlada por el NSQ para la homeostasis de la 
glucosa, que promueva la producción hepática de glucosa por gluconeogénesis (Buijs y Kalsbeek, 
2001 ). 

Durante la smcroruzación a HRA existe un incremento de las concentraciones de 
corticosterona anticipando la llegada del alimento (Kiieger, 1974; Díaz-Muñoz y col. 2000; Martínez­
Merlos y col. 2004). La corticosterona promueve la producción de glucosa en el hígado por 
gluconeogénesis; aunque en este estudio no se evaluaron las concentraciones de costicosterona, el 
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 aumentó de las 
cocentraciones de glucosa que se observó en ZT-0, antes de la llegada del alimento apetitoso. 

Por ouo lado, a pesar de que en ZT-4 (4 horas después de haber ingerido el alimento 
apetitoso) se observó una disminución de las concentraciones plasmáticas de glucosa, los valores 
obtenidos en este punto y en ZT-8 mostraron ser significativamente más altos que los valores en ZT­
-16 y ZT-20, como resultado de la ingestión del alimento apetitoso con altos contenidos en 
carbohidratos (chocolate; 51 % carbohidratos) . 

Debido a que la actividad locomotora de los animales se sincronizó 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 
N SQ, era lógico pensar que el ritmo de glucosa, en estos animales, también se sincronizaría a la dieta 
apetitosa. Los datos de este estudio mostraron otro pico de glucosa en la transición del día subjetivo 
a la fa se de actividad. Estos datos son congruentes con una sincronización del NSQ. 

Estudios previos han mostrado que las concentraciones plasmáticas de glucosa tienen un 
ritmo circadiano con un pico máximo al inicio del periodo de actividad, independiente del ritmo de 
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ingestión de alimento y dependiente del NSQ. Además, bajo condiciones de ayuno o en animales 
bajo regímenes temporales de alimentación, 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 acompañado por el pico máximo de las 
concentraciones de corticosterona y cortisol respectivamente, sugiriendo que el ritmo de glucosa 
posiblemente esté mediado por el ritmo de corticosterona. 

Las concentraciones de AGL han mostrado sincronizarse a HRA, mostrando un pico 
máximo de expresión anticipando la llegada del alimento (Escobar y col. 1998; Díaz-Muñoz y col. 
2000; Martínez-Merlos y col. 2004), mientras que en animales en condiciones de alimentación ad 
libitum, no se observa un patrón rítmico de las concentraciones de AGL, lo cual sugiere que el ritmo 
inducido por los HRA es debido a la condición metabólica (estado catabólico) 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 catabólico, se observó una respuesta asociada a la 
sincronización por la dieta, que al contrario de lo que se observa en animales sincronizados a HRA, 
el pico máximo de las concentraciones de AGL se observó 4 horas después de la inges tión del 
alimento apetitoso, lo cual puede relacionarse al alto contenido de grasas del alimento apetitoso 
utilizado en este estudio (chocolate 34% grasa). 

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

Además de que pudimos observar que dos de las principales salidas del NSQ ~ocomoción, 

glucosa) se sincronizaban al alimento apetitoso, la actividad celular del NSQ, por la expresión de c­
Fos y PER-1, también mos tró sincronización en los animales por el alimento. E l pico máximo de 
expresión de c-Fos se observó en ZT-0, justo en el momento en que los animales recibían el 
alimento apetitoso, mientras que el ritmo de expresión de la proteína PER-1 mostró un pico máximo 
entre ZT-8 y ZT-12, al finalizar la fase de reposo, y la expresión mínima de la proteína se observó en 
ZT -0 (al momento de la llegada del alimento apetitoso). 

El ritmo de expresión de PE R-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 máximo de expresión se observa al inicio del periodo de actividad de los animales y 
es te decae al finalizar dicho periodo. Con esto podemos afirmar que el ritmo de PE R-1 en el NSQ de 
las ratas SA,\ mos tró una dinámica esperada para el patrón de actividad reposo impuesto por el 
chocolate. Por otro lado, un estudio previo mostró sincronización del patrón de actividad de la 
proteína PE R-2 en ratones sincronizados a restricción de alimento con una mayor expresión en ZT-
12 y una menor expresión en ZT-0 (Castillo y col. 2004), similar al patrón temporal de PE R-1 en los 
animales sincronizados al alin1ento apetitoso en el presente estudio. 

Los mecanismos de acción de la sincronización por alimento del NSQ , no son del todo 
claros. Diversos es tudios han mostrado que el 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 sincronización por alimento tienen ciertas características específicas ya sea en cuanto a 
la cantidad o calidad del alimento, una sincronización o alteración del NSQ puede presentarse. 
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En animales sincronizados con una dieta hipocalórica, a diferencia de una sincronización a 
HRA, se observa una sincronización de los ritmos circadianos de la actividad locomotora y de 
temperatura corporal (Challet y col. 1996a). 

Estudios previos han demostrado que la trascripción de genes reloj en el NSQ, depende del 
estado óxido-reducción celular (REDOX) y que además tambien es determinante para la 
sincronización de ciertas enzimas hepáticas a HRA (Díaz-Muñoz y col. 2000; Rutter y col. 2001). 
Por tal motivo, una sincronización con una dieta hipocalórica altera el estado REDOX y sincroniza 
la actividad celular del NSQ. 

Sin embargo, un estudio previo y en el presente trabajó se mostró que ratones sincronizados 
a 6 horas de libre acceso al alimento (sin una dieta hipocalórica) y ratas sincronizadas a un alimento 
apetitoso bajo condiciones de oscuridad constante muestran sincronización del ritmo de actividad 
locomotora y de la expresión de la proteína PER-2 y PER-1 respectivamente (Castillo y col. 2004). 

E n estos estudios, como otros (Challet y col. 1998), nuevamente se sugiere que en ausencia 
de un ciclo luz-oscuridad, los HRA o la sincronización a una dieta hipocalórica son sincronizadores 
potenetes para el NSQ. Pero ¿cómo es el mecanismo de sincronización por alimento y más 
específico por un alimento apetitoso? 

La es timulación luminosa del NSQ induce la expresión de genes de expresión inmediata 
como c-Fos (Rusak y col. 1990), y de genes relo j como per1 (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 es tímulo. En consecuencia, la sincronización no luminosa, ya sea con la inducción 
de actividad locomotora o por la administración de algunos fármacos, induce largos annces ele fase 
en el ritmo de actividad locomotora (Mrososvsky, 1995, 1996). Sin embargo, no induce la expresión 
de c-Fos, y en algunos casos inhibe la inmureactividad de es ta proteína (Mead y col. 1992; Biello y 
col. 1994; Mikkelsen y col. 1998; Antle y Mistlberger, 2000). Así mismo, la inducción de actividad 
tiene un efecto inhibitorio de la expresión de per1 y per2, (Maywood y col. 1999; Horikawa y col. 
2000; Maywood y Mrosovsky, 2001). sugiriendo que la disminución en la expresión de c-Fos y per es 
el mecanismo molecular por el cual las manipulaciones conductuales producen cambios de fa se 
(Maywood y col. 1999). 

E n el presente es tudio, la su1cronización a un alimento apetitoso, como un estínrnlo no 
luminoso, mostró un efecto opuesto a lo que normalmente se observa con otro tipo de estímulos no 
luminosos, es decir un aumento en la expresión de c-Fos en el NSQ al momento ele la llegada del 
alimento (ZT-0) y la su1cron.i zación ele PER-1. Debido a que la u1clucción ele actividad locomotora, 
que promueve cambios ele fase, se asocia a una inh.ibición de la expresión de c-Fos y de genes reloj 
como per1 (Mead y col. 1992; Maywoocl y col. 1999; Antle y Mistlberger, 2000), el aumento ele 
actividad en los animales sincronizados anticipando el alimento apetitoso no puede ser lo que haya 
causado el incremento en la expresión de c-Fos y la sincronización de la proteína PE R-1 en el NSQ. 
Por ello, la sincronización por alimento puede es tar mediada por o tra vía que involucra mecanismos 
clistii1tos a los no luminosos. 

E l NSQ recibe inervación ele diversas estructuras tanto corticales como subcorticales, sin 
embargo, algunas ele las principales afcrencias, además ele la retina, provienen ele núcleos como el 
PVT, la HIL y los núcleos del Rafe (tlfoore y Leak, 2001) , las cuales han siclo involucradas con la 
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sincronización no luminosa y la modulación de la sincronización luminosa (Mrososvsky, 1991; 
Mistlberger y col. 2003; E delstein y col. 2003). 

La HIL recibe una densa proyección bilateral de la retina de las mismas células ganglionares 
que inervan al NSQ a través del tracto retinohipotalámico (Pickard, 1985). El tracto 
geniculohipotalámico, se considera una proyección visual secundaria hacia el NSQ. La inducción de 
c-Fos en la HIL se da por pulsos prolongados de luz, y en animales sincronizados a un ciclo luz­
oscuridad existe un patrón ritrnico de c-Fos con un pico de mayor expresión en la fase de luz 
(Edelstein y Amir, 1996; Challet y col. 1997b). 

La inducción de actividad locomotora, como estímulo no luminoso, genera la expresión de c­
Fos en células que sintetizan NPY en la HIL Qanik y col. 1995; Mrosovsky y col. 1996). Además, la 
estimulación eléctrica de la HIL, o química con NPY, como principal neurotransmisor de la HIL 
hacia el NSQ, induce cambios de fase similares a los que se presentan por estímulos no luminosos 
exclusivamente (Rusak y col. 1989; Yanielli y Harrington, 2001 ). 

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

La mayor expresión de c-Fos en la HIL de ratas sincronizadas al alimento apetitoso (presente 
es tudio) se observó en ZT-16, a la mitad de la fase de actividad, y la menor actividad se observó en 
ZT-0, al momento del acceso al alimento apetitoso, lo cual coincidió con la menor (ZT-16) y la 
mayor (ZT-0) expresión de c-Fos en el NSQ respectivamente, lo que sugiere que la activación de esta 
región talámica está involucrada principalmente en la actividad locomotora de los animales pero no 
en la vía por la cual el alimento apetitoso pueda sincronizar al NSQ. Esto coincide con estudios 
previos de sincronización no luminosa, en donde el incremento de la actividad celular de la HIL, 
genera una inhibición de la actividad celular del NSQ y por consecuencia una sincronización del 
mismo (Mrosovsky, 1995, 1996), sugiriendo nuevamante que debido a la disminución de la actividad 
en la HIL y el aumento de c-Fos en el NSQ al momento de acceso al alimento apetitoso, ésta no es la 
vía por la cual el NSQ se sincronizó al alimento apetitoso . 

Sin embargo, de acuerdo a que se ha demostrado un ritmo en la expresión 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. 
1997b), y debido a que el pico de expresión máxima de c-Fos en el presente estudio se observó a la 
mitad del periodo de actividad, sugiere que la HIL respondió a la sincronización por el alimento 
apetitoso. 

E l PVT es otra de las principales eferencias hacia el NSQ, y por el papel que tiene en la 
sincronización o la modulación de la misma, éste ha sido propuesto como una vía de entrada o 
sincronización al NSQ (Nfoga y col. 1995). La relación anatómica y funcional del PVT y el NSQ, ha 
sido también propuesta como una vía para la sincronización no luminosa (Moga y col. 1995; 
Mrosovsky, 1996; Amir y Steward, 1996;). 

La estimulación luminosa induce la expresión de c-Fos en el PVT principalmente al inicio de 
la fase de oscuridad en ratas (Challet y col. 1997b). Además, la es timulación eléctrica o química del 
PVT produce cambios de fase a nivel conductual similares a los que se presentan por pulsos de luz, 

56 



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 sincronización no luminosa como en la 
luminosa es por una vía glutamatérgica, la cual activa las células del NSQ. 

Estudios previos han mostrado un patrón circadiano en la expresión de c-Fos en el PVT 
asociado a la fase de actividad tanto de animales diurnos como nocturnos, sugiriendo la importancia 
de este núcleo en el mantenimiento de la vigilia (Novak y Núñez, 1998; Novak y col. 2000). Dicha 
función ha propuesto que el PVT recibe aferencias de sistemas relacionados con la vigilia como el 
noradrenérgico y serotoninérgico provenientes del locus coeruleus y de los núcleos dorsal y medial 
del Rafe respectivamente Ganes y Yang, 1985; Vertes y Martín, 1988) . 

E l incremento 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 
activación de los núcleos que regulan el ciclo sueño-vigilia, y de su inervación a otros como el caso 
del PVT, en el que la expresión de c-Fos y de PER-1 incrementó por la alimento apetitoso. A pesar 
de que existe un claro ritmo circadiano de la expresión de c-Fos en el PVT (Novak y N úñez, 1998), 
así como la expresión 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 máximo de expresión justo al momento 
en el que los animales recibieron el alimento apetitoso, sugerimos que el PVT, como un posible 
oscilador circadiano, se sincronizó al alimento apetitoso. 

Por otro lado, el PVT tiene projecciones recíprocas con estructuras de carácter límbico como 
el núcleo cama de la estría terminalis, el septum, la amígdala, la corteza infralímbica, el estriado, el 
hipocampo y VTA del mesencéfalo (Su y Bentiboglio, 1990; Moga y col. 1995;). Todos estos núcleos 
tienen una relevancia en el control del alertamiento, la activación conductual y los procesos de 
reforzamiento, lo cual sugiere que el valor reforzante del alimento apetitoso es un factor clave en la 
activación de tales núcleos y del PVT. Además, la activación neuronal del PVT se ha asociado con 
conductas consumatorias (Robinson y Mishkin, 1968) y con un incremento de la utilización de 
doparnina en el núcleo accumbens (es triado ventral) ante un estímulo reforzante Ganes y col. 1989). 

El PVT también recibe proyecciones ele núcleos del tallo cerebral como el NTS y el NPB 
(Saper y Loev.ry, 1980; Herbert y col. 1990). Estas es tructuras son relevantes en los procesos 
gustativos del alimento. La alta estimulación gustativa promovida por el alimento apetitoso 
(chocolate) sugiere que la activación del NTS, en su porción rostral y el NPB, el cual inerva hacia el 
PVT, puede ser otra vía por la cual el alimento apetitoso, por su alto valor gustativo (Saper y Loewy, 
1980; Herbert y col. 1990), sincronice la actividad del PVT y por consecuencia la del NSQ. 

Otra posibilidad de sincronización del NSQ al alimento apetitoso, podría ser que diversas 
estructuras a nivel central que han mostrado ser osciladores circadianos como el núcleo lecho de la 
es tría 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 (Masubichi y col. 
2001) se sincronicen al alimento apetitoso y esto promueva un acoplamiento entre es tos, y con el 
NSQ. 

Por o tro lado, a pesar de un evidente es tado motivacional alto en los animales por el alimento 
apetitoso, no podemos descartar el cambio a nivel metabólico que experimentan los animales al ser 
expuestos a la ingestión de un alimento apetitoso con altos contenidos en carbohidratos y grasas, por 
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lo que otra posibilidad es que la sincronización del NSQ pueda deberse también a dicho 
cambio metabólico (diferente al que se presenta por la restricción de alimento). Las altas 
concentraciones de glucosa (presentes por la inges tión del chocolate), pueden ser sensadas en el 
sis tema nervioso central, posiblemente a través del núcleo arqueado del hipotálamo (ARQ), dicho 
núcleo es considerado como un órgano circunventricular y presenta una gran cantidad de receptores 
a hormonas como la insulina y la leptina, así como neuronas sensi tivas 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 ingestión de alimento, ya sea regular o con altos contenidos en 
carbohidratos, son señales a las que el núcleo ARQ responde y por las aferencias, directa o indirecta 
(a través del núcleo dorsomedial) que tiene hacia el NSQ (Moga y Moore, 1997; Leak y col. 1999; 
Moore y Leak, 2001), sugiere que és ta podría ser otra vía por la que el NSQ se sincronice al alimento 
apetitoso. 

Estos resultados demuestran que un alimento apetitoso sincroniza ritmos conductuales 
(actividad locomotora) y metabólicos (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 
es tado motivacional de los animales, es un factor clave del alimento para ser un sincronizador 
potente para el NSQ. 
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9 DISCUSIÓN GENERAL 

La hipótesis acerca de la existencia de un OSA proponía que dicho oscilador podría residir en 
una es tructura específica dentro del SNC y que no se trataba del reloj circadiano principal, el NSQ 
(Mis tlberger, 1994; Stephan, 2001). Se ha propuesto que un posible OSA esté compuesto de la 
interacción entre el SNC y la periferia (Escobar y col. 1998, Díaz-Muñoz y col. 2000; Davidson y col. 
2003; Martínez-Merlos y col. 2004; Angeles-Castellanos y col. 2004). Con la identificación de la 
expresión de genes reloj, tanto en estructuras centrales como en tejidos periféricos, y la 
sincronización 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 
fo rtalecido. 

Los resultados obtenidos en los tres experimentos del presente trabajo apoyan la hipótesis de 
que la sincronización por alimento depende de diversas estructuras, a nivel central, relevantes en 
procesos metabólicos, motivacionales, homeostáticos, circadianos y cognitivos . Se evidenció, la 
importancia de los aspectos reforzantes del alimento y de los es tados motivacionales que éste genera 
para la sincronización. Además, demostraron que en es te proceso participan estructuras límbicas 
como el núcleo accumbens, la amígdala y la corteza, y que en condiciones específicas el NSQ, 
indicando que el aspecto motivacional y reforzan te es una característica principal del alimento como 
sincronizador aún 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), el 
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). Es tos resultados han propuesto que los aspectos metabólicos, 
generados por la restricción de alimento, son determinantes para la sincron ización. Sin embargo, a 
diferencia de estos experimentos, los presentes resultados demostraron que son determinantes los 
aspectos reforzantes del alimento y las estructuras a nivel central (accumbens, amígdala, corteza) que 
subyacen a es tos durante la sincronización por alimento también. 

En un estudio previo se descartaba el aspecto reforzan te del alimento como parte clave para 
la sin cronización, ya que se mostraba que lesiones del sistema límbico (incluido el accumbens y la 
amígdala) no eliminaban la AA (Mumby y Mistlberger, 1992). Sin embargo, el mismo grupo 
demos tró previamente que la sincronización con una dieta apetitosa genera AA en ratas por el 
aspecto reforzante de la dieta (Mistlberger y Rusak, 1987), lo cual contrad ice sus datos. En el 
presente estudio, se observó que la lesión específica de una es tructura del sistema límbico (núcleo 
accumbens) no eliminaba la AA, pero si disminuía considerablemente la expresión de ésta, y que la 
sincronización con una dieta apetitosa genera AA y sincroniza la actividad celular de es tructuras 
límbicas (accumbens, amígdala, corteza), demostrando que el aspecto motivacional del alimento 
apetitoso sí es determinante para la sincronización. 

Durante muchos años se ha mantenido la idea de que en la sincronización por alimento no 
están implícitos procesos de aprendizaje. Los datos de la presente tesis comprueban que durante este 
proceso hay involucrados mecanismos de reforzamiento por la activación de es tructuras límbicas. 
Aunque el proceso no cubre los requisitos estrictos del condicionamiento, es evidente que involucra 
procesos de reforzamiento. 
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Debido a que la sincronización con un alimento apetitoso no mostró sincronización de 
núcleos hipotálamicos, como se observa por sincronización a HRA, al menos dos procesos están 
involucrados en la sincronización por alimento, uno metabólico y otro motivacional. Mientras que en 
la sincronización a HRA, ambos procesos están implicados, con la alternancia de es tados 
prolongados de ayuno y breves de alimentación, en la sincronización con un alimento apetitoso, sin 
restricción de alimento regular, los procesos motivacionales están mayormente involucrados, 
mostrando una disociación de dos mecanismos diferentes durante la sincronización por alimento. Sin 
embargo, en la sincronización con un alimento apetitoso la influencia de un cambio metabólico (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 restricción de alimento. 

La sin cronización por alimento del NSQ también se ha observado con un paradigma en el 
que se utiliza una dieta hipocalórica (en la cual los animales reciben solamente el 66% de alimento 
que ingieren en 24 horas; Challet y col. 2003) . La similitud entre es tos resultados y los encontrados 
en el presente estudio, muestran la presencia de un es tado motivacional alto en los animales, ya sea 
por la privación prolongada de alimento o por la exposición a un alimento altamente apetitoso . 

E lstos datos abren una perspectiva diferente a los es tudios que hasta ahora habían asociado al 
alimento con la sincronización del NSQ, ya que hasta el momento se había propuesto que es te efecto 
se lograba únicamente con dietas hipocalóricas y por lo tanto con un es tado catabó lico. E l presente 
estudio muestra que el fenó meno está mediado por un elevado estado motivacional. De ello se abren 
nuevas perspectivas . Por un lado, la de explorar la relación entre el sistema límbico y el NSQ. Por 
otro lado, el explorar el papel que juega el estado motivacional en el proceso de sincronización por 
alimento. 

El ciclo luz-oscuridad es el sincronizador más importante para el NSQ, sin embargo, en la 
ausencia de un ciclo luz-oscuridad, el NSQ puede responder a otro tipo de sincronizadores como la 
restricción con una dieta hipocalórica (Challet y col. 2003) o a un alimento apeti toso (presente 
estudio) . Esto sugiere que a pesar de que el alimento es un sincronizador para el NSQ cuando 
adquiere propiedades específicas, és te nunca va atener la fuerza para sincronizar al NSQ si un ciclo 
luz-oscuridad está presente. 

En resumen los diferentes resultados obtenidos en el presente trabajo confirman la hipótesis 
de que en un sistema circadiano sincronizado por alimento , son diversas las es tructuras a nivel 
central que responden a dicha sincronización. Por otro lado, se demuestra la importancia del valor 
reforzante que tiene el alimento como sincronizador, por la inges tión de un alimento apetitoso, y de 
la relevancia de es tructuras a nivel central de carácter límbico durante la sincronización. Además, 
dicha sincronización no se limita a estructuras límbicas, sino que el NSQ también se sincroniza al 
alimento apetitoso, indicando que, en ausencia de su principal sincronizador el ciclo luz-oscuridad, el 
NSQ es sensible a las características reforzantes del alimento y a los es tados motivacionalcs que és te 
genera. 
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10 CONCLUSIONES 

El núcleo accumbens es una estructura importante en la sincronización por alimento 
participando principalmente en la AA. La lesión específica de la región core del núcleo 
interfiere con la AA, indicando su relación con la expresión conductual del OSA. 

La sincronización con un alimento apetitoso, sin restricción de alimento, es suficiente para 
generar AA, pero no la sincronización de glucosa ni ácidos grasos libres, indicando que es te 
paradigma de sincronización difiere del de sincronización a HRA. 

La AA persiste al menos por 4 ciclos después de interrumpir la sincronización, indicando la 
presencia de un mecanismo de oscilación circadiano. 

La respuesta celular de estructuras exclusivamente del sistema límbico, pero no del 
hipotálamo, a la sincronización por el alimento apetitoso, a diferencia de la respuesta 
hipotalámica por una sincronización a HRA, apoya la idea de la presencia de mecanismos 
diferentes a nivel central durante la sincronización dependiendo de los es tados de 
alimentación en que se encuentren los animales. 

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

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

La sincronización del NSQ por un alimento apetitoso no requiere de es tados catabó licos en 
los animales por una res tricción calórica, indicando que para la sincronización el aspecto 
motivacional del alimento y un aspecto metabólico difere nte al que se presenta por la 
restricción de alimento son claves para establecer la sincronización. 

El PVT, como una de las principales proyecciones al NSQ, puede ser una de las v1as de 
sincronización por alimento apetitoso al NSQ. 
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12 ANEXOS 

Se anexan copias de los artículos obtenidos con los resultados de esta tesis. 

1. Mendoza J, Angeles-Castellanos M and Escobar C (2004) Differential role of 
the accumbens shell and core subterritories in food-entrained rhythms of rats. 
En prensa. 

2. Mendoza J, Angeles-Castellanos M and Escobar C. Entrainment by a palatable 
meal induces food-anticipatory activity and c-Fos expression in reward related 
areas of the brain. Neuroscience NSC-04-1004. En revisión. 

3. Mendoza J, Angeles-Castellanos M and Escobar C. A daily palatable meal 
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Abstract 

Restr icted feeding schedules (RFS) cntrain behaviora l and physiological rhythms even in supracbiasmatic nucleus ablated anima Is, suggest­
ing the existence of a food-entrained oscil lator. Thc nuclcus accumbens is an important structurc for tbe expression of motivational behaviors 
and becausc its anatomical subtcrritories, Shc ll (Acc-Sh) and Corc (Acc-Co) cstablish connectioas with diffcrent functional systems, thcy 
may participate in a differential way in food -entrainmcnt. A first experiment, cxplored the role o f Acc-Sh and Acc -Co in food-cntrairunent 
using th t! inun unohistochemica l detect ion of the protcin c-Fos as a trnnscriptional activation marker. Experiment 2 tcsted the diffcrential 
effect of Acc-Sh and Acc-Co, NM DA excitotoxic les ions. Lesioncd rats were cntrained to RFS and locomotor activity and free fatty acids 
(FFA) conccntrat ions wcre cvaluatcd. Result s data show that in the Acc-Sh there is an increase of c-Fos immunoreactivity in food-entra incd 
rats princi pall y during feeding, whereas c-Fos expression in the Acc-Co region was increased during fceding and also ant ic ipating meal­
time. FFA were cntraincd in both lesioned groups, but the basal leve! was lower in Core-lesion rats . Ali rats ex hibited food anticipatory 
activity (FAA). Howevcr, FAA was increased in Shell-lesioned animals and was a lmost abol ished in the Core-lesion rats. These data indi­
cate that thc accumbens nucleus is involved with behavioral and mctabolic food-entrainment, and tbat there is a diffcrential ro le betvtcen 
both subrcgions. 
<C 2004 Elsevier B.V Ali rights rcscrvcd. 

Keywords: Circad ian; Food-an tic ipatory act ivity ; Mo1 ivational; e-í os; Fn:c fany acids 

1. lntroduction 

Circadian rhythms in bchavior and physiology are un­
der the control of interna! bio logical clocks. The suprachi­
asmatic nucleus (SCN) of the hypothalamus in mammals is 
the master circadian clock which is entrained principa lly by 
thc light-dark cyclc [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 lo generate 
osci llations [28 ]. Likcwise, severa! peripheral tissues exhibit 
circadian osci llations of clock genes [2,3,6, 13,37]. Ablations 
o f the SCN render an animal arrhytlunic [2 5,3 1], and also 

' Correspondingauthor. Tel : +52 55 5623 2422; fax: +52 55 5623 2425. 
E-mail t1ddress: cescobar@ifisiol.unam.mx (C. Escobar). 
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eli minate the oscillations of clock genes in pcripheral osci l­
Iators, indicating that peripheral oscillators depend on the 
integrity of the SCN [3,29]. However, this is controversia! 
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 far the 
peripheral tissues oscillat ions [38). 

When animals are exposed to restricted fecding schedules 
(RFS), allowing them to feed far a few hours every day, they 
devclop food anticipatory act ivity (FAA) starting2-3 h previ­
ous to mealtime. FAA can be observed in locomotor activity, 
wheel running, drinking behavior and faod cup approaches 
[24,32]. In addition, physiological and metabolic fun ctions 
are entrained by food availability [ 10, 12, 19]. SCN lesions 
do not prevent entraimnent of behavioral, physiological and 
molecu lar parameters by daily RFS, suggesting the existence 
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of a faod-entrainable oscillator (FEO) [8,1 5,23,32]. Diverse 
studies have tried to identify the anatomical and functional 
substrate of FEO by producing lesions in severa! nuclei in 
the central nervous system (CNS) [22,23,32), however, these 
lesions do not preven! FAA. Only lesions ofthe parabraquial 
nucleus (PBN) attenuated FAA, probably because it is a relay 
structure that mediales the entraining signa! from the periph­
ery to the CNS [9J . Expression of mPerl and mPer2 in the 
cerebral cortex and hippocarnpus, and e-Fas in the hypotha­
larnus are in phase with FAA, suggesting the possibility that 
these regions are involved in the behavioral manifestation 
ofFEO [4,36]. Far the study ofthe anatomical substrate of 
FEO, main attention has been facused in neural structures 
involved with energy balance and regulation of hunger and 
satiation. Although in FAA there is an ev ident increase ofthe 
motivational state, the mechanisms far increased motiva tion 
in the expression of faod-entrained circadian rhythms have 
been poorly studied. There is evidence that restricted feeding 
providing a palatable diet entrains locomotor activity in ham­
sters, suggesting that the hedonic va lue of faod is importan! 
far entrairunent [ 1,2 1 ). 

In the bra in, the nucleus accumbens has been considered 
an interface between limbic and motor systems and is rel­
evan! far motivated behaviors and reward-related processes 
[24]. The nucleus accumbens is innervated by doparninergic 
neurons from the ventral tegmental arca (VTA) and ablation 
of dopami nergic neurons results in complex sensoriomotor 
alterations and hypophagia, which has been attributed to a 
lack of reward assoc iated with food ingesti on [30,35). Ac ­
cording to its anatomical projections, the nucleus accumbens 
is subd ivided in two regions, the accumbens Shell (Acc-Sh) 
which represents the ventromedial part and the accumbens 
Core (Acc-Co) which represents the dorso lateral arca [ 16]. 
Evidence o f phannacological, anatomical and physiological 
studies suggests that thc Acc-S h and Acc-Co regions are dif­
fere ntia ll y invo lved in specifi c bchav ioral stat es, like feeding 
behavior and motor activity [5.20]. The Acc-Co projects to 
the dorso- lateral ventral palli dum, which in turn projects to 
the motor system through the substanti a nigra and subthala­
mi c nucleus, and is linked to the extrapiramidal motor sys­
tem. The pattern of its e!Terent connections closely resembles 
those of the caudate-putamen [ 16]. In contrast, the Acc-Sh 
is suggested to be more limbic in nature, because its e!Terent 
projecti ons are closely connccted to limbic output structures 
such as the YTA, amygdala and lateral hypothalamus (LH) 
[ 16]. This latcr relation between the Acc-Sh and LH is rele­
van! far the control of feeding behavior [33 ,34] . 

ln view of the anatomica l and functional relations, both 
Acc-Sh and Acc-Co rcgions may be involved in the process 
of food-e ntraimnent but may participate di!Terentially in the 
expression ofFAA. The aim ofthis study was fi rst to deter­
mine whether the nucleus accwnbens is involved with faod­
entrainrnent, and second to detenn ine if there is a di!Teren­
tial role in the regulation of faod-drcadian rhythms between 
both Acc-Sh and Acc-Co regions. We exarnined the role of 
the nucleus accumbens subterri tories in faod -entrained cir-

cadian rhythms with c-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 mcthods 

2.1. Animals and lwusing 

Male Wistar rats weighing 230- 250 g at the beginning of 
the experi ment were housed in groups of five individua.Is in 
transparent acrylic cages (40cm x 50 cm x 20 cm) . Rats 
were maintained in a 12: 12 h light-<lark cycle (lights on at 
0700 designated as ze itgeber ti me ZTO) and constan! temper­
ature (22 ± l ºC) with free access to faod (Rodent Laboratory 
Chow 500 1, 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 Protección a los Animales del Distrito Federal, Gaceta 
Oficial del DF, 26/02/02). 

2.2. Experiment 1 

2.2.1. Experimental desig11 
To evaluate the e-Fas-IR duri ng faod -entrainment in both 

Acc-Sh and Acc-Co subregions, anima. Is were assigned ran­
domly toan ad libitum feedi ng condition (AL) as a control 
group, or to a restricted feed ing schedule (RF) far 3 weeks 
with food access only far 2 h daily at the middle ofthe light 
phase from ZT6-ZT8 ( 1300- 1500 h). On the last day of ex­
perimental manipulati on, an imals were randoml y sacrified at 
di!Terent time points ZT4, ZT5, ZT6, ZT8, ZT1 2, ZTl 4 (11 
= 5 per group and time) fa r irrununohistochemistry. To eval­
uate the persistence ofthe faod-entrai ned e-Fas- IR rhytlun, 
another set of rats was ass igned to two groups. The persis­
tence group (RF-F) was entrained to RFS far 3 weeks, then 
allowed free faod access fo r 5 days and left food deprived far 
3 days. In the control fasting group (AL-F) free faod access 
was available far 3 weeks and then was left food deprived 
far 3 days. Far both groups, animals were perfused on the 
last day of fasting conditions at the sarne time points as the 
faod-entrained animal s. 

2.2.2. lmmu11ohistochemis11y 
Animals were deeply anaesthetized with sodium pento­

barbital and were perfused transcardially with 250 mi saline 
solution (0 .9%) followed immediately by 250 mi of 4% 
parafarmaldehyde solution in 0.1 M phosphate buffer (PB; 
pl-I 7.2). Brains were removed and post-fixed in the buffered 
parafarmaldehyde solution far l h, then transferred succes­
sively to 10, 20 and 30% sucrose solutions in O. l M PB. 
Frozen coronal sections of 40 µ m were cut with a cryostat 
and collected in faur series. One series of tissue was stained 
with cresyl violet, and another set was incubated during 72 h 
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at4 º C in c-Fos antibody made in rabbit (Santa Cruz Biotech­
nology, USA) diluted 1 :2500 in PB saline goat serum triton 
(PBSGT; PBS, 1 % goat serum and 0.3% Tri ton X-100). Sec­
tions were rinsed three times for 1 O 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- perox.idase complex (Vectastain Elite 
ABC Kit; Vector Labs) for 2 h and washed again three times 
for 1 O min in PBS. The tissuc was reacted in diaminobenzi­
dine (0.5 mg/ml, in trizma buffer 7.2) with hydrogen peroxide 
(35 µl , 30% H202). Sections were mountcd in gelatin-coated 
slides, iutensified with osmium tetroxide 0.1% for 30s and 
dehydrated through a series of alcohol, cleared with xylene, 
and coverslipped with Permount (Fisher Chemicals). 

2.2.3. Q11a11tification afee/Is 
The number of c-Fos-positive nuclei werc countcd unilat­

erally in matched coronal sections from ali groups. Sections 
were selected in accordance with the stereotaxic atlas from 
Paxinos and Watson (Acc-Co, lnteraural 10.20mm; Acc -Sh 
lnteraural 10.60 mm) [27 ]. lmagcs ofthe corresponding cre­
syl violet sections were acquired to defi ne the area of each 
region of the nucleus. lmages wcre examined under a light 
microscope (Nikon Eclipse E600) and captured at a l Ox mag­
nification using a computcrized image analysis systcm (Meta 
Vue series 4.5 , Universal imaging corporation). A grid of 108 
squares each 40 µm x 40 µm was superirnposed on the image 
and immunopositive cells for c-Fos included under the grid 
were counted manually. To avoid counting fal se pos itives, 
background optical density (OD) was established in a nearby 
region lacking c-Fos-lR, only sta ined cells that reached or 
surpassed three fold the OD background were considcrcd 
positive, whereas cells underthis staining threshold were dis­
carded. Cell numberwas transformed and is expressed as cells 
per square millimeter. 

2. 3. Erperiment 2 

2. 3. 1. Experimental desig11 
Anirnals were randomly ass igned to onc of four groups: 

Shell-lesion, Shell-sham, Corc- lesion and Core-sham. For 
mctabolic analysis anima Is were entrained to RFS for 17 days 
and samples were obtained at severa! time points: ZT3, ZT4, 
ZT5, ZT6, ZT8 and ZT9 (mealtime at ZT6). 

fo r behavioral analysis, thc four groups had free access to 
food for 15 days (ad libitum), on day 16 they were cntraincd 
to RFS for 3 weeks with food access only for 2 h daily at 
thc middle ofthc light phasc (ZT6-ZT8), fo llowed by 3 days 
in total food deprivation in order to evaluatc pcrsistcnce of 
FAA. Finally, rats werc lcfl with free food access for other 
15 days. 

2. 3. 2. Surge1y 
Animals were anaesthetized witl1 chloral hydratc 

(IO mg/kg body weight) and secured in a Kopf stereotax.ic 

instrument with thc incisor bar set at -3 .3 mm. Lesions were 
induced by infusing 0.4 µl ofNMDA per side (N-methyl-D­
aspartate, Sigma; 10 mg/ml solution in PB 0.1 M, pH 7.4) 
with the following stereotax.ic 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 
0.4µ1 of PB (O.lM, pH 7.4) instead of NMDA. 

2. 3. 3. Body weight andfood intake 
Body weight of ali animals was registered bcfore the 

surgery and during ad libitum conditions bcfore starting RFS. 
In addition, to verify possible effects of the lesion on food 
ingcstion, food intake for a 24 h interval was monitored once 
for each animal under ad libitum conditions. 

2.3. 4. Determina/ion offi'eefatty acids 
On day l 5 of food-entrainment, animals were cannu­

lated in thc interna! jugular vein with a polyethylene silicon 
tube (0.025 in. i.d. and 0.047 in. o.d.; Si lastic Brand) filled 
with hepari ne (500 U/mi) as anti -coagulan!. Blood samples 
(600 µl ) were collected in Eppendorff (l .8 mi) tubcs con­
taining a clot-activator gel and wcrc centrifugcd at 2500 rpm 
during 15 min. Aliquots of 100 µl 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 recordi11gs 
One wcek afler metabolic sampling, carurnlae were 

blocked and animals were houscd individually in transparent 
plastic cages (30 x 45 x 20) and maintained in a sound­
proof room under a 12: l 2 h light-<lark cycle and constan! 
tcmperature (22 ± 1 º C), with free access to food and water 
bcfore any experi mental mani pulation. General activity was 
continuously monitored with infrared sensors attached to the 
lateral walls of thc cages. Bchavioral events were automati­
cally stored in 1 O min intervals for furthcr analysis. Double­
plotted actograms wcre obtained for cach animal and activity 
profíles were constructcd for each group with the mean ac­
tivity for each feeding condition (AL, RF, fasting). Analysis 
was pcrformcd with thc SPAD 1 (S istema de Procesamiento 
y Adquisición de Datos. Version 1.1. l) designed for our lab­
oratory. 

2.3. 6. Histology 
Al the end of the behavioral experiments, animals were 

killed with an overdose of sodium pentobarbital and perfused 
intracardiall y with 250 mi of0.9% saline followed by 250 mi 
of 4% paraformaldehydc in a 0. l M PB and then cryopro­
tccted overnight in l O, 20 and 30% of sucrose. Brains were 
frozen and cut in 40 µm coronal sections, alternate sections 
were mounted on gelatin-coatcd glass slides, then stained 
with cresyl violet. Cellular damage and les.ion placement 
were verified with a light microscope. Animals with incom­
plete lesions were discarded from the study. 
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Fig. l. Mean number ± S.E.M. of Fos-IR cell s in Acc-Sh (A) and Acc-Co (B) in RF (gray bars) and AL rats (white bars). (C) and (D) Rcpresent number of 
Fos- lR cell s on the Acc-Sh and Acc-Co. respectivcly. during fast ing aÍ!cr RFS (gray bars) and afier ad libitum (white bars). 1-Iorizontal bars rcpresent mealtime 
or expected mealtime (stripes). • p < O.OS Post-hoc entrai nment vs. ad Jib itum. 

2. 3. 7. Swtistical analyses 
Data were classified by groups and time and are repre­

sented as mean ± S.E.M. Number of c-Fos- IR cells werc 
compared with a two-way A NOVA for the main factors group 
and time. Body weight as well as food intake were analyzed 
with a one-way ANOYA for independent measures for the 
factor group (Jesion versus sham). Metabolic variations in 

sernm concentration o f FFA, and locomotor ac tivity, under 
RFS and during fasting conditions, were evaluated with a two­
way ANOVA for the facto rs group (Jesion versus sham) and 
time, as a factor ofrepcated measures. Ali analyses were fol­
lowed by a Tukey multiple-comparations post-hoc test with 
ex: set at p < 0.05. Statistical analysis was perfonned with 
Statistica for Windows version 4.5 (StatSoft, 1993). 

Fig. 2. Photomicrographs of Fos-IR in Acc-Sh and Acc-Co of anima. Is undcr AL (fefi) and RFS (right) at ZT6. LV, Lateral ventricle; aca, anterior comisure. 
Dotted lincs represen! the counted area. Scale bar: 120 µ.m. 
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3. Results 

3. 1. Experime111 1 

3.1.1. c-Fos expression 
The nurnber of c-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 cclls than the AL 
group at ZT6, rnealtirne, and at ZT12 , 6h after feeding. Al­
though not statistical significan!, a marginal increase was ob­
served at ZT8 (Figs. 1 A and 2). In the Acc-Co a marginal 
increase sta1ted in c-Fos- IR of RF rats at ZT5 anda statisti­
ca l increase was observed at ZT6 (Figs. 1 B and 2). Because 
animals for the ZT6 point in the RF group remained unfed 
until sacrifice, the c-Fos-IR at this time point was mainly as­
sociated with the anticipatory activation. Although there was 
not stati stical difference, there was also an increase in ZTl2 
(Fig. lB). The two-way ANOVA confirmed a rnain effect be­
tween AL and RF in the Acc-Sh (F( l ,42) = 25.78;µ < 0.001) 
and in Acc-Co (F(l ,4 l) = 2 l .04;µ < 0.001 ). In the tirne factor, 
statist ical analysis did not show a significant effect (Acc-Sh, 
F(5 ,4l) = l.08 l; NS; Acc-Co, F(5 ,42) = 2.06; NS). Further­
rnore, thcre was a significant group x time interaction in the 
Acc-Sh (F(5,42) = 4.76;µ < 0.001), but not interaction effect 
for Acc-Co (F(5,4l) = l.52; NS). 

A general effect during fasti.ng was a lower nurnber of 
c-Fos-IR ce lls in both groups. Thcre was nota clcar persis­
tence ofthe food- entrained pattem in thc RF-F group. How­
eve r, the two-way ANOVA indicated a significant difference 
between RF-F and AL-F groups in both Acc-Sh and Acc-Co 
regions (Acc-Sh,F(l ,40) = 9.335;p < 0.003; Acc-Co, F(l ,40) 
= 9.78 1;p< 0.003; Fig. l C and D), post-hoc analysis showcd 
only diffcrence between groups in Acc-Co at ZT8 (µ < 0.05). 

3. 2. Experimetil 2 

3. 2.1. Histology 
In the sharn-lesioned anirnals, no signs (cell loss or gliosis) 

of lesion-induced darnage were observed. Shell lesions wcre 
main ly restricted to the medial and ventral regions. In sorne 
Shell-lesioned anirnals, gliosis was observed in the lateral 
and medial septurn apparently affected by the trajectory of 
the injection ncedle or distension of the lateral ventricules. 
Evaluation ofth e Corc-lesions revealed a rnarked cell loss and 
intense g liosis in a discrete arca surrounding the injection 
site and shrinkage of the Core regio.n around the anterior 
comissure. Fig. 3 shows a.n illustration of the extension of 
maximal and rninirnal lesions in rcpresentativc rats with Shell 
and Core lesions. 

Table l 
Body weight and food intake in sham ami les ioned an imals 

Acc-Sh Acc-Co 

Fig. 3. Schematic representation of lesions extent (maximum. light shading; 
minimwn. dark shading) of the Acc-Sh (/eft) and Acc-Co (righl). Represen­
ta ti ve reconstruction of serial coronal sections are + 1. 7 mm an1erior through 
+ l.Omm posterior to bregma (based on the Atlas of Paxinos and Watson. 
1998). 

3.2.2. Body weigltt a11dfood intake 
Both Shell -sharn and Shcll-lesion anirnals increased thei r 

weight throughout the experirnent. Shell-lesion anirnals 
gaincd more weight than Shell-sharn under ad li biturn condi­
tions (F(l ,15) = 4.5 l ; p < 0.05) (Table l) . Core-sharn gained 
wcight in a similar proport ion as thc previous groups, how­
ever, the Core-lesion group gained weight in a lower propor­
tion and when cornpared to the Core-sharn group the weight 
was significantly lower (F( l ,12) = l l.70;p < 0.005)(Table 1). 
The effect ofthe lesion on food ingestion during the 24 hin­
terval was also different between the Shell and Core groups. 
Food intake was enhanced in Shcll -lesion anirnals and this 
cffcct was significanl cornpared with the Shell-sharn group 
(F( l ,14) = 9.60;p < 0.0078) . In contrast, Core-lesion animals 
showed a strong decreasc in ingested food during thc exper­
irnent (F(l ,12) = 122. 1l ;p<0.0001) (Table 1), in fact, for 
some anirnals food had to be placed in their prox.irnity. 

Shell-sham (11 ~ 8) Shcll-l esion (11 = 9) Corc-sham (n = 7) Core-lesion (11 ""' 7) 

Body weight (g) 

Food in takc (g) 

All values are mean± S.E.M. 

280. 12±5.02 
23.68 ±0.86 

293.66 ± 3.24' 
27.00 ± 0.62' 

281.28 ± 4.13 
24.85 ± 1.03 

ª p < 0.05 Diffcrence bctween NMDA lesioned animals and the ir respective contro l (Tukey post-hoc test). 

252.28 ± 4.42' 
12.00 ± 0.53' 
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Fig. 4. Temporal profile (mean± S.E.M.) offree fatty acids of rats exposed 
for 3 wceks to RFS (A) far the Shell-Jesions rats (white circlcs) and the ir 
conrro ls (black circles) and for (B) Core-lesions rats (white triangles) and 
their controls (black triangles) Thc horizontal black bar indicates mealrime. 
• p < 0.05 Lesion vs. sham. 

3.2.3. Serumji-eefatty acids 
111e diurna! rhythm of FFA was entrained to RFS. Sernm 

levels of FFA were increased before meal time and declined 
after fceding in the Shell-sham and Shell-lesioned animals 

(Fig. 4A). The ANOVA indicated a significan! difference in 
the time factor (F(5,50) = 47.15; p < 0.0001), but there was 
nota difference between groups (F( 1, 1 O) = 1.24; NS). Also, 
both Core-sharn and Core-lesion groups showed an increase 
in FFA plasma concentrations anticipating mea! time (F(5,50) 
= l l.43;p < 0.0001), however, mean FFA levels were lower 
in the Core-lesion animals (Fig. 4B). The ANOVA indicated 
a significant difTerence between groups (F( l,10) = 123.26;µ 
< 0.0001). 

3.2.4. Food-a11licipato1y aclivity 
During the first 15 days under food ad libitum condi­

tions, ali groups showed a clear diurna! rhythm of activity. 
Statistical analysis showed that there was not a difference 
in the intensity of activity between Shell-sham and Shell­
lcsion groups (F( l ,17) = l.06; NS) and there was a differ­
ence in time factor, indicating circadian rhythms entrained 
to the light-dark cycle (F(23,39 I) = 23.40; p < 0.0001) 
(Figs. 5A, C and 6A). For the Core-sharn and Core-lesion 
groups there was a clear diurna! rhythm of locomotor activ­
ity (F(23,368) = 15 .85; p < 0.0000 1) and there was nota 
difTerence in intensity between groups (F( 1, 16) = 0.0001 ; 
NS) (Figs. 5B .. D and 60). 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 leve! was incrcased in the nocturnal activ­
ity as well as during FAA and in sorne animals tlicre was 
a largc phase advance in this activity (Figs. 5C and 6B). 

o l:¿ 18 o t2 1$ o o 6 12 l8 

Zeitgeber Time (h) 

Fig. 5. Represcntative double-plotted actograms of daily general activity of rats kept in light- dark cyclc 12: 12 h. During lhc first 15 days animals had free food 
acccss (ad libitum). Rats wcrc entrained to RFS (vertical gray bar) far 3 weeks, followcd by 3 days of fast ing condit ions (vertical whitc bar). (A) and (B) Show 
a representativc samples of Shell-sham and Core-sham rals respective ly. (C) and (D) Are two represcntative anirnals with NMDA Jcsions in Shell and Core, 
respectivcly. 
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Fig. 6. Activ ity profiles oflocomotor activity of rats witb sham lesions (black symbols) aod NMDA Jesions {white symbols) in Shell (lefi side) and Corc (rig/11 
side) during AL fceding condition (A-0), under RFS (8- E) and in 3 days in fasting conditions (C- f} . Whi1e and black bars indicatt: the light- dark cyclc. 
Horizonta l gray bar in RFS plots indicare mcaltime, whereas horizontal white bar in fasting plots , indicatc: the cxpected mcaltime. • p < 0.05 Lesion vs. sham. 

Statistical analysis indicated a main efTect between groups 
for FAA (F(l, 16) = 6.93; p < 0.018). In animals with Core· 
lesions FAA was almos! absent, there was a small increase of 
activity after mealtirne and not a clear FAA as in the Core· 
sham (Figs. 58, D and 6E). This di fTerence between groups 
in FAA int ensity was signiticant (F( 1,17) = 5.70; p < 0.02). 
Sorne animals of the Corc-lesion group did not show FAA 
during the first 1 O days of food-entra inment and it developed 
partia ll y in the last days of entrainrnent (Fig. 50). Noctur· 
na! locomotor activity of these animals was not altered by 
the lesion. During fasting conditions, persistence of food­
entrained activity was observed in ali groups. Shell-lesion 
animals exhibited enhanced locomotor activity which was 
significantly higher than their controls (F( 1, 16) = l 2.52; p < 
0.002; Fig. 6C). Therc was no difference in intensity and onset 
time bctwecn Core·sham and Core-lesion anirnals (F'( 1, 15) 
= 0.6804; NS; Fig. 6F). 

4. Disc ussion 

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

In the Acc-Co there was an increase starting in ZT5, fo l­
lowed by a significan! 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 c-Fos-IR was in­
creased at mealtimc, at ZT6, and in the time points following 
food ingestion indicating mainly a relation with consumma­
tory behavior. Simi lar differential data between accumbens 
subregions were described in a microdialysis study show· 
ing that extracellular dopamine levels increased in Acc-Co 
evoked by a conditioned stimuli during the orienting and 
approach bchavior to food , while in Acc-Sh dopaminc lev­
els increased during thc lírst minutes uf consumption of a 
high ly palatablc food [7 ]. Thcse obscrvations and the prcsent 
c·Fos-IR data, po int out thc differential relation ofboth sub­
regions in food-entrained behavior, indicating a main role of 
the Acc-Co with anticipat ion and a main role of Acc-Shell 
with consummatory bchavior and possibly with a reward re­
sponse during feeding. In addition, during fasting cond itions 
a persistencc ofthe food-entrained e-Fas-IR pattem was only 
observcd in Acc-Co indicating a link with a food·entrainable 
pacemaker. Dueto the rel ationship of Acc-Co with the motor 
system and for its importan! role in food-seeking behaviors 
[ 7], thesc results support the hypothes is that the Acc-Co may 
be a relevan! strncture fo r the exprcssion ofFAA. 

ln thc sccond experiment, the NMDA lcsions of Acc-Sh 
and Acc-Co also showed differential effects . Under ad libi­
tum conditions Shell-lesion ra ts increased thcir 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 critica! decrease in food 
intake. ln these later rats locomotor activity was not altered 
as observecl in the general activity during the first 15 clays 
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ofbaseline monitoring. Thus we assume that the decrease of 
ingestion was not due to a locomotor impairment. Ali groups 
showed entrainment of FFA although in Core-lesion rats the 
general basal level of this metabolite was significantly de­
creascd. The lower levels of FFA can be explained by the 
decrease in food intake and low weight gain in Core-lesioned 
animals. Ali groups showed also FAA, however, in Shell­
lesion rats the onset time was advanced and general activa­
tion was increascd, 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 
attri buted to specific anatomical connections associated with 
both subregions ofthe nucleus accumbens. Whereas the Acc­
Co establishes efferent projcctions to thc motor system, the 
efferents of the Acc-Sh have more limbic characteristics. A 
diffcrential role between Acc-Sh and Acc-Co in feeding has 
been evidenced blocking excitatory amino acid input to the 
Acc-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]. 

Evidencc obtained in this study suggests a re levan! role of 
Acc-Sh for the control and inhibiti on of feeding; first, basal 
food ingestion was increased in Acc-Sh lesion anima ls, and 
sccond, c-Fos-IR was increase in Acc-Sh during fceding. This 
suggesti on finds support in the anatomical rel ati on between 
Acc-Sh and LH via an inhibitory gabaergic pathway as main 
neurotransmitter [33,34]. Inhibition of the Acc-Sh function 
due to an u1jection 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 ofthe GABA projecti ons from the Acc-Sh. ln 
addition, evidence obtained in this study also suggests that 
Acc-Sh may be a region that inhibits locomotor activ ity asan 
output ofFEO, beca use in the Acc-Sh lesioned animals, FAA 
during RFS and during fasting conditions was increascd. 

In contras!, thc 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 Acc-Co 
is related to a different functional system than the Acc-Sh, 
because the Acc-Co is functionally related with the caudate­
putamen. Previous studies have descri bcd that speci fic de­
strnction of dopamine terminals in the caudate-putamen re­
g ion in rats u1hibits feed ing, but not locomotion [30]. At 
thc molecular leve!, dopamine deficient mice become hy­
pophagic and die of starvation by 4 weeks of age, suggesting 
that regulated re lease of dopamine wi thin the striatum is re­
quired for thc 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 tlie FEO, because FAA and anticipation of FFA 
were not totally absent. In addition, this study did not ad­
dress otber variables that can be driven by FEO, like corti­
coesterone and clock genes expression in severa! regions of 
the brain, which are entrained with RFS and should be modi­
fi ed in ani mals with Acc-Co lesions. We have suggested that 

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

A decrease in FAA can be dueto weak entraining signa! to 
FEO, as well as dueto a modification in the output pathway. 
Previous studies ha ve dcscribed that thc nutritious value and 
the size of a mea! are relevan! to attain properties as a zeitge­
ber [21 ], whcn the mea! size is reduced during RFS, no FAA 
is observed. In addition, a previous study showed a decrease 
in FAA dueto PBN lesions [9]. The most likely interpretation 
ofthese data was that the PBN is a relay nucleus for the en­
training signa! elici ted by food and the gut. Thus, the lesion 
of PBN may decrease the intensity of food related signa Is 
and thus produce a lower intensity ofFAA. Prescnt data also 
describe a decrease in FAA intensity dueto Acc-Co lesions, 
we suggest based on the anatomical re lation of this region, 
that this decrease is ma in ly due to an alterat ion in the output 
pathway oras described in the prcvious paragraph, due to an 
alteration in the oscill ator's network itself. 

lt is importan! to point out that despite a clear decrease of 
FAA in Core-lesion rats, no dccrease was observed for the 
nocturnal activity, whi ch showed similar valucs as the other 
groups as can be observed in Figs. 5 and 6. This specifi c effect 
on FAA confi rms that effects were not dueto a loco motor im­
pairment and suggests a specific role of the Acc-Co region as 
output for the bchavioral exp rcss ion of FEO. The pre frontal 
cortex, including the prelimbic and anteri or cingulated cor­
tex, project to the Acc-Co, but not to the Acc-Sh [ 16 ]. Recent 
cvidence has dcscribed a rhytlun in clock genes expression in 
the prefrontal cortex wh ich is cntrained by feedi ng schedules 
[36]. These findings have suggested that the cortex may be a 
circadian oscillator, and u1 this case, the Acc-Co may be part 
of the output pathway to the principal motor structures for 
the expression of behaviora l food-entra ined rhythms. In ad­
di tion, prefrontal cortex and Acc-Co are interconnected via 
g lutamatergic fi bers and this circuit has been impli cated with 
the acquisitions of instnimental behaviors [ 17]. A previous 
report described that intraperitoneal inj ection of an antago­
nist ofNMDA receptors, MK-801 , impaired FAA expression 
in rats [26]. Our result s indicating an irnpairmcnt of FAA in 
animals with Acc-Co lcs ions, in combination with the evi­
dence of the study cited above, suggest that thc expression 
of FAA may require the integrity of this corticostriatal net­
work. This possibili ty is furthcr supported by a study which 
described that in the striatum and cortex NPAS2 gene is ex­
pressed in a circad ian manner and that in k.nout mice of the 
NPAS2 gene FAA is deficient. These mi ce also show severa! 
problcms to adapt to this food rcgunen and to gain wcight 
[ l 1 ]. lntcresting, the nucleus accumbens is part of thc ven­
tral striatum, suggesting that at physiological and molecu­
lar leve!, manipulat ions of thi s region could be critica! for 
food -entraimnent. 

A previous study reported that large accumbens lcsions 
in rats do not abolish FAA [22 ]. In that study, authors re­
ported a decreasc of general activ ity 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 siria tenninalis, anterior and ventral caudato­
putamcn and paraventricular thalamic nucleus. The weak 
FAA was attributed to 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 relevan! role for food-entrainmcnt. 

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

Rats maintained undcr restrictcd fccding schcdulcs dcvclop food-anticipatory activity (AA) and 

entrainment of phys iological parameters. Food enirainment is indt:pendcnt of the suprachiasmatic 

nucleus and depends on food-enrr 11nable osci llators (FEO). Restricted feeding sc hedu les (RFS) 

lead animals toward a cat:tbol, ~ u1te and increase their food dri ven motl vation, suggesting 1ha1 in 

lhis process metabol ic and reward related mechanisms are implicated. This study exp lored if taste 

driven motivation is sufficient to entrain the FEO. To address this ques1ion, we evaluated whether 

daily fixed access to a highl y palatable mea l (PME) entrained locomotor activity, se rum glucose 

and free fatty acids (F F A) concentrations in rats mainta ined without food deprivation. The 

entrained response of PME rats was cornpared wi th rats cntrained to RFS . In a seco nd 

experiment, we used c-Fos- IR to identify structures in 1he central nervous system involved with 

PME. Rats showed AA to a daily palatablc meal, with a lesser intcnsi ty than rats entrained to 

RFS. AA persisted at least fo r 4 cyclcs aOer intemipti ng palatab le-meal, sugges1i ng that thi s 

persistencc depends on a ci rcad ian osci llator. Glucose and FFA were not emrained in PME rats, 

c-Fos expression in limbic system nuclei was in phasc with meal time and thi s osci llatory pattem 

persisted, but not in the hypothalamus. These results suggest that fo r thc expression of AA, food 

deprivation, i.e. a catabo lic state is not necessary, that an increasc in moti vational state by the 

reward properties oftaste is sufficient to entrai n behavior and that structures in the limbic system 

oscillate due to reward entrainment. The present study indicates that at least two different 

mechanisms are a.\isociated with food entrainment, metabo li c and motiva1ional , and suggests that 

the FEO may be a multi-oscilla1ory system dis1nbuted ove r d1fferem regulatory systems in the 

brain 

Keywords: Food-cntrained oscil\ator, ci rcadian rhythms, tastc, limbic system. hypothalamus. 

In mammals circadian rhythms in bchav ior and phys io logy are driven by a central pacemaker in 

the suprachiasmatic nucleus (SCN) of the hypothalamus (Klein et al. , 199 1 ). In addition , there are 

other circadian osci\lators in the central nervous systcm and in peripheral tissues (Yamazaki et 

al. , 2000; Abe et al. , 2002; Ba lsalobre, 2002; G ranados-Fuentes et al., 2004; Amir et al. , 2004), 

which are in synchrony with thc SCN and are thought to be organized in a hierarchical way in 

which the SCN couples daily rhythms in ali these tissues (Reppert and Weaver, 2002; Hastings et 

al. 2003). The SCN is entrained by the light-dark cycle, and in tum transrnits its phase and pcriod 

10 circad ian oscillato rs via neuronal or humora l outputs (Buijs and Kalsbeek, 2001). SCN 

ablations eliminate or disrupt c ircadian organization (Moore and Eichler, 1972), but do not 

prevent 1he induction of ci rcadian rhythms in peripheral oscillators by restricted fceding 

sc hedules (RFS; Hara et al ., 2001 ; Balsalobre, 2002). In addition , RFS uncouple periphera l 

oscillators from the SCN in intact anirnal s (Darnlola et al. , 2000: Stokkan et a l., 2001 ). Animals 

under RFS display daily rhythms of food-ant ici patory activity (AA) and entrairunent of 

phys iological parameters (Mistlberger, 1994; Stephan, 2002; Escobar et al., 1998; Diaz-Muñoz et 

al., 2000), which are co nsidered to be driven by food-entrainable osci llators (FEO) independent 

of thc SCN (Stcphan , 2002). The anatomical subs1rate of FEO is not yet known. Lesions in 

severa! structures of the central ncrvous system do not prevent food-entrainment (Mistlbergcr, 

1994: Stephan, 2002). In mice RFS lead to entrainment of Per i and Per2 clock genes in the 

cerebral cortex and hi ppocampus, and in rats RFS entrain c-Fos expression in the dorsomcdia l 

a.nd lateral hypothalamus , which peak in phase with mea! time , suggesting the possibilicy that 

these nuclei are involved in 1he manifestation of FEO (Wakamatsu et al.. 200 1; Angeles­

Cas1cllanos et al. , 2004 ) 

During RFS ani mals are exposed toan altemation oflong fast ing-shon meal intervals , which lead 

the m to a chronic catabolic state. In such conditions animal s deve lo p an increased sta1e of arousal 

--·- - -·-· - ·- J 



and food-oricntcd drive, wh ich suggcsts that a rnetabolic and a rcward process underlie food-

cntrainment. 

Restricted fceding with a pa!atable diet as wcll as a brief acccss to sucrose can produce AA in 

hamsters and rats, suggesting P .tt 1he hedonic va lue of food is re!evant for entrainmcnt 

(Mistlberger and Rusak ! '1 -: ·i :11.: and Rusak ., 1992 ; Pecoraro et a l .. 2002 ). 

Severa] nucJei of the limh1\ ·') stem are involvcd with the positíve reaction to rcward propcnies of 

food (Berridge. 2003). In monkeys, activation of the prefrontal cortex (PFC) has becn impl icatcd 

in the reaction to a favoritc taste, and in rats neurons of PFC respond to thc positive affective 

value of food (Bassaero a nd DiChiara, 1997: Rolls, 2000). The amygdala has anatomical 

connections with neural circ uits in thc hypothalamus for the control of feeding bchavior 

(Petrovich et al. . 2002) and has been related with the response to palatable meals , especially the 

central nuc\eus of 1!•: amygdala (Pornon is et al. , 2000). The nuclcus accumbens has been 

considcred as an interface between limbic and motor systems (Mogenson, 1980) and also 

regulatcs the rcward properties in feeding bchavior (Stratford and Kelley, 1999: Bcrridge and 

Robinson, 2003). Despite the clear role of the motivational mcchanisms involved in food­

entrainment, these proccsses have been poorly studied . 

The aim of this study was to eva luate the role of thc reward value of laste as a relevant factor for 

food-cntrainment. Therefore we firs1 evaluated whether a palatable snack can entrain behavioral 

and metabolic rhythms in rats without food-dep ri vation. In a second part of thi s study we used c­

Fos expression to detenni ne cellu!ar activation in 1hc hypothalam us and limbic s1ruc1ures related 

with palatable mea] entrainmcnt ( PM E). Finall y, we explorcd whether food-entrained c-Fos 

pattems pers isted after intem1ption of PME in ordcr to identify possible osci llato r)' structures 

in volved with FEO. 

EXPERJMENT AL PROCEDURES 

Ani mal s and housing 

Male Wistar rats we ighing 230-250 g at the beginning of the expcriment were housed in 

individual transparent acrylic cages (30 X 45 X 20cm). Rats were maintained in a 12: 12 h light­

dark (LD) cyc\e ( lights on at 0700=ZTO) and constant tcmperature (22± 1 ºC) with free access to 

food (Rodent laboratory chow 5001 ) and waler unless otherwise stated . Experiments were 

approved by the national guide of care and use o f animal experimentation of Mex ican laws 

(Decreto ley de protección a los animales de l distrito federal, gaceta oficial del distrito federal 

26/02/02). 

Experimental design 

For the first phase of thc cxperi ment, rats were randomly assigned 10 one of two groups: a 

resuicted feeding group (RFS) which was maintained fo r 3 weeks under food rcstriction with 

food available daily for 1wo hours (ZT6-ZT8), and PME group in which animals were maintained 

ad libitum to 1heir regular chow and received 5g of 1asty-meal at ZT6. Palatable mea! used to 

entraín animals was a 5g chocolate bar coniaining 10% of proteins, 51% of carbohydrates and 

34% fat for a ca\oric value of 550kcal/l OOg. For a base linc all anima Is remained on the 12: 12 h 

LO cyclc in individual cages wi lh food and water ad libitum at least for 20 days. Starting on day 

2 1 both groups werc entrained for 3 wee ks, according to its assigned protocol, and the intensny 

o f AA was evaluated . To evaluate persistence of AA. after intcrruption of entrainmcnt protocols, 

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



food ad libitum. Al the end of experim ental manipulations al! rat s were !eft ad libitwn for othcr 3 

weeks. 

For the second phase of the cxpcriment , anothcr set of rats was assigncd for metabolic and 

immunohistochemical evaluat1on either cntra ined to RFS or to PME far 3 wccks On the last day 

of entrainrnent rats were sacrifi ced at thrce different time point s related to food or palatable-mcal 

access, during AA (ZT4), al regular or palatable·meal access (ZT6) and af1er rneal time (ZT8: 

0'-'""'5 pcr group and time point). 

On <i third phase and in arder to eval uatc persistcnce of PM E pattems in meiaboli c and c-Fos 

expression, 4 days aftcr intcrruption of palatable-meal entrainment (A-PM E) ano1hcr set of rats 

was sacrificed at the same time points im.licated above (n=4 pe r time point). Far this last group 

\\ e useJ as a contro l a se t of rats maintained undcr regula r food ad libitum condit ions (A L) but 

wi1hou1 a previous palatable·meal entrainment. 

l.ocomotor actívity 

To as scss locomotor aclivity, rats were housed ind ividua!ly in transparent acrylic c;igcs (30 X 45 

X 20 cm) and maintained in a soundproof room undcr a 12: 12 h LO cycle, cons1an1 temperature 

(2 2 1 ºC), with free access 10 food and water. General locomoto r activi1y was monitored 

conunuo usly with infra-red de1cc1ors located on the walls of 1he cage. Movement count s werc 

s1orcd and analyzed in 15 min i11r erval s. For cach rat double-ploncd actograms werc ob1ained and 

fo r cach experimental cond iti on mean acti vi ly wavefonns wen.: constructed w1th the SPAD I 

( Sistcrnn de procesamiento y ad q ui ~s i c i ón de datos. Versión 1. J 1.) designed in our lab. 

lmmunohistochcmistry 

Samptes were obtained 30 min after each indicated tempora l point because the intracellu\ar 

cascade of evcnts 10 produce the protein e-Fas takes from to 30 10 4S min, and the maxima l 

expression at 90 minutes (Margan and Curran, 1991 ). Rats were deeply anaesthetized, with 

sodium pentobarbital and were perfused transcardially with 250 mi saline solution (0.9%) 

fo ll owed inmediatelly by 250 ml of 4% parafonnaldehyde solution in 0.1 M phosphate buffer 

(PB; pH 7.2). Brains were removed and post-fixed in parafonna ldehyde solution for 1 hour, then 

transferred successively to 10, 20 and 30% sucrose solutions in 0.1 M PB. Frozen coronal 

scctions of 40 µm werc cut with a cryostat. One set of tissue was slained with cresyl violet, and 

anotbcr set of tissue was incubated during 72 h at 4ºC in c-Fos antibody made in rabbit (Sania 

Cruz Biotechnology, USA) di luted 1:2500 in phosphate buffer sati ne (PBS), 1% of goal serum 

and 0.3% tri ton (PBSGT). Tissues were rinsed 3 limes for 1 O minutes in PBS, thcn were 

incubated for 2 hin biotinylated secondary antibody (goat anti-rabbit; Vector laboralories) 1 :200 

in PBSGT. The ti ssues were rin sed again 3 times for 10 minutes and then were incubated for 2 h 

in av idin~biotin-peroxidase complex (0.9% avidin and 0.9% bimin solutions; Vectastain El i1e 

ABC Kit; Vector Labs) and washed again 3 times for 10 minutes in PBS. The tiss ue was reactcd 

in dtarninobenzidine (0. 5 mglml , in tri zma buffer 7.2), nickel-cobalt (200µ1, 10%) and hydrogen 

pcroxide (35~t1 , 30% H102). Aftcr this final reaclion , seclions were moumed in ge\atin·coatcd 

slidcs, and dehydra1ed throu gh a series of alcohols, cleared with xylene, and coverslippcd with 

Pennounl (Fisher C hemicals). 



Quantification of cc lls 

T he number of c-Fos-positivc nuclei werc coun1cd un ila1erall y in coronal sec11ons selec1cd in 

accordance with the stereotaxic atlas from Paxinos and Watson ( 1998), for thc prefrontal con ex 

(PFC) interaural 1 L 70mm, for both regions shell and core of the nucleus accumbens (Acc-Sh, 

Acc-Co) inleraural I0.20mm, for the SCN interaural 7.70mm, for the lateral hypothalamic 

nucleus (LH), paraventricular hypolhalamic nuclcus (PVN) and central nucleus of the amygdala 

(CeA) interaural 7. 12mrn coronal section <1nd for tbe ventrornedia! hypo1ha!amic nucleus (V MH) 

and dorsomedial hypothalamic nuckus (DMH) interaural 5.86mm. Imagcs of the correspondíng 

Nissl scctions were acquircd to idcntify the total area for each nucleus. Jmages were examined 

under a ligh1 microscope (Nikon Eclipse E600) and captured at a IOX magnification usi ng a 

computarized image analysis system (Meta Vuc series 4.5, Universal imaging corporation). 

lmmunopositi ve cells. for c-Fos included under an area of 108 squares of 40X40µm cach, were 

counted manually in one side of each section. To minimize the number oí false positives, 

background optical density (OD) was established in a nearby region Jacking c-Fos cxpression, 

stained cells that reached or surpassed three times the OD background were considercd positive, 

whereas cells under 1his stain ing threshold were discarded. Number of cells for each sampled arca 

were transfonned to cells per square mi l!imeter (mm2) 

Mctabolic variables 

Metabolic entrainment was determined by evaluating rhythmicity of free fatty acids (FFA) and 

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

puncture in thc inferior cava vein and were collected in Eppcndorf tubes containing a clot­

activator gel. To obtain the serum, blood sampli.:s were centrifuged at 2500 rpm during 15 min. 

For determlnation of FFA a samplc of 100 µl was processed with spectrophotometric methods as 

- ---·------- --- ·--·--··- ·-· - - -~--· - - - -

previously described (Escobar el al. 1998). Se rum glucose was detenn ined with a 10 µI sample 

using a commercial colorimetric kit (Hycel No 70408, St. Louis MO). 

Statistical analys is 

Data are rcpresented as mean ± standard error of the mean (SE). The intensity of anticipatory 

acliv ity (AA) was determined with a one-way ANOVA fo r repeated measures for the main factor 

time. Main effects in RFS or PME groups and A-PME or AL groups in c-Fos expression, FF A 

and glucose concentrat ions were compared with a two-way ANOVA for independent measures 

for 1he factors group and time. Ali analyses were followed by a Tukey multip le-comparations 

post-hoc test with alfa set at p<0.05. S1a1istical ana!ysis was performed with Statistica version 4.5 

(StatSoft, 1993). 

RESULTS 

Meal-entrained locomotor activity 

In the first 20 days under food ad libitum conditions. all animals showed clear diurna! rhythms of 

activity. (Fig. 1 A·B. Fig. 2A, D). In RFS or PME groups, ali animals developed a clear AA (Fig. 

1 A-B; Fig. 28, E). The one-way ANO VA confirmed a sign ificant effecl of both entrainment 

prolocols on locomotor acti vity (RF, F(H,m)=3.693;p<O.OOO I ; PME, F(.n.m)= 15.56:p<O.OO I), 

and the post hoc test indicated that movement counls during AA were significantly higher than 

the expected diumal aclivity. General locomotion during AA was more in1ense in the RFS than in 

PME group. 
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During the 3 days in fastmg conditions. persistence oí AA in the RF S group was evident 

(F(47.m)"" l.7l2 ;p<0.003; Figs. IA, 2C). For the PME group, atso persistem.:e of AA was pri.!sent 

in ad libitum conditions for at leasl 4 cycles (Fig. 2F; F(n.n?)~l J. 6 19:p<0.00 1). Dllring the 

following days this entrained locomotor activity was dampencd (Fig. 18). 

Metabolic entrainment 

In the RFS group thcre was a clear cntrainment oí mctabo!ic variables, glucose showed an 

increase aftcr mea\ time ~md FFA a peak anticipating meal time, as previously described (Escobar 

et al ., 1998; Martinez-Merlos et al. , 2004). In contrast, in the PME group there was nota meal 

entrained temporal pattem in the 3 phases evaluated (Fig. 3). In the A·PME as well as in thc AL 

group no time related íluctllations were observed in glucose nor FFA after interrup1ion of meal 

entraimnent (data not shown). For glucose and FFA conccntrations 1he ANOYA indicated a clear 

differencc between RFS and PME groups (F(1 .21)=24.93 ;p<O. OOO I , glucose: 

F(1.21}"'9.814;p<O.OOOI, FFA) and due to 1hc factor time (F(2.21}'"5 .727;p<0.0001. glucose; 

F(>.n):J.35;p<0.05, FFA). 

c-Fos-IR expression in thc hypothalamus during RFS and PME 

In all evaluated hypothalamic struc1urcs, the RFS group showed highcr c-Fos-IR cel\s than the 

PME group (Fig 4). The RFS group showed in 1he DMH a temporal patlem with increasing 

values dllring anticipation und high valucs aftcr focding, whil e c·Fos-IR in the Ll-1 were increased 

in the 3 phases. The PME group did not exhibit temporal changes assoc iated with meal time . In 

the PVN a sign ifi can! response was observed in the RFS group following meal time (ZT8), while 

no c-Fos-IR was observed in the PME group (Fig. 4). In contrast, in agrecment with a previous 

study (Ange les-Castellanos el al. , 2004 ), in the VMH, the RFS group did 110 1 show temporal 

11 
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fluctuati ons associated with mcal time, while an an1icipatory activation was observed in the PME 

group (Fig. 4). For the DMH and PVN the two-way ANOYA indicated significan! effect in the 

factors group, lime and in the group X time interaction. For the LH the two way ANOYA 

indicated a difference dueto group and for the VMH a diffcrence dueto time and group X time 

(see Table 1 ). After interruption of palatable-mea\ access, in the A-PME group a general dccrease 

of c-Fos-IR was observed rcsulting in comparabl e levcls as in the AL control group and no 

oscillations wcre observcd associated with the expectcd palatable meal time (Fig. 4). The two­

way ANOVA showed significan! effects in the factor group for the DMH, LH and PVN and a 

significan! effect in thc time fac tor for VM H. In the SCN no c-Fos-IR cnlrainment was observed 

in the RFS group nor in the PME group, however, significan! diffcrence due to the time was 

indica1cd by the ANOVA (Fig. 5, Table !). After intem.iption of lhe entrainment, a non 

tluctuating pattem was observed in both AL and A-PME groups (Fig. 5; Table ! ). The two-way 

ANO VA indicated a significant differcnce between RFS and PME groups (Tabl e 1 ). 

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

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

group. In the PME group a peak oí c-Fos expression anticipating mcaltime 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 signi fican! efTects due to 

time (Acc-Co, F(2.11)=4.263;p<O.OI; Acc-S h, F(2,11)=11.116;p<0.002; CeA, F(2.12)=5.56;p<O.Oi ; 

PFC, F(rn)= IS 54 ;p<0.0002). 

Alter interruption of PME a different c-Fos-IR pattem remaincd between the A-PME and the AL 

(Fig. 6). For a!I the nuclei eval ua1ed (Acc-Co, Acc-Sh, CeA and PFC) at ZT4 there was a 

significan! increase of c-Fos-IR in the A-PME group anticipating expected meal time. The 
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ANOYA indicatcd significan\ cffects dueto the group, time and group x 1ime intcraction factors 

(Table 2). 

DISCUSSION 

This study shows that entrainmcnt with a tasteful palmablc diet can elicit anticipatory activity m 

rats, and that this behavior pcrsists in thc absence of thc palatable meal at least for 4 cyclcs, 

indica1ing that a circadian clock mechanisrn is implicated. ln contras!, metabolic variables likc 

gl ucose and FFA se rum concentrations were not entrained by the palatable-mcal , but were 

entrained by RFS as prcviously reported (Escobar et a!., 1998; Maninez-Merlos et aL , 2004). In 

addition, we found that under palatable mea! entrainmcnt, nuclei of 1he limbic system, bul not of 

the hypothalamus, exhibited a clcar c-Fos-IR increase anticipating pala1able-meal nccess, while 

RFS also entrained nuclei in the hypothalamus. 

In spite that locomotor activity was entrained by a daily palatable-meal, glucose and FF A wcre 

not, suggesting that altemation oí fasting-feeding intervals are necessary to entrain metabolic 

variables as observcd in the RFS group. In contras! such a condition is not necessary to produce 

AA, and the reward propenies of tuste are sufficient for entrainment. Thcse results suppon 

previous st udies in which nutritive food or palatable mea l are clearly sufficient lo entrain the FEO 

in animals without or wilh a mi ld food depri vation (Abe and Rusak, 1992; Mist lberge r and 

Rusak, 1987). Because palatable meal for thi s study was 5 g of chocolate we cannot discard that 

the dai ly high ca loric ingestion due to the palatable mea] played a rel cvant role to produce 

entrainment. Previous studies havc demonstrated that high caloric value and not thc volume, is 

necessary to produce AA (Stephan, 1997). In the present study, the 5 g of chocolate were not 

sufficient to modify the nocturnal regular food intake which remained similar for the PME group 
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as the RFS group (data not shown). However, nor did they have the strength to entrain 

metabolism. 

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

food-entrainmenl due to RFS involves an increased food driven motivation linked with the 

rnetabolic fluctuations due to fasting-feeding interval s, while entrainment with a palatable-meal 

excludes 1his metabolic altemation and on ly involves thc motivational drive. Thus the difference 

in AA intensity in both cntrainment paradigms may reflect the different regu\atory systems 

involved. Previous evidence has shown that RFS entrain behavioral and metabolic rhythms as 

well as peripheral oscillators (Davidson et al., 2003 ; Manínez-Merlos et al. , 2004; Yamazaky, 

2000). Present data indicate that PME does not modify mctabolic rhythms. Funhcnnore 

activntion of brain regio ns suggest that the mechanisms involved in entrainmcnt by RFS are 

differcnt from those underlying PME. 

In a previous study, wc described entrainment in the DMH and LH of c-Fos-IR by RFS whi le the 

en1rained patlem persi sted in fasting for several cycles indicating that these nuclei can be 

involved in the clockwork of FEO (Ange les -Castellanos et al, 2004). In addition, the increascd c­

Fos-IR in the PYN after feeding suggests a relcvant role for this hypothalamic structure as a 

cen1 ral input pathway to FEO (Angeles-Castell anos et al., 2004 ). In the present study we found 

similar results in the hypothalamus of rats under RFS, confirming !he relevance of hypothalamic 

nuclei In food-entrainment. In contrast, c-Fos expression in the hypothalamus did not show an 

entrained pattem by a palatablc-meal wit hout food rcstric1ion. This suggests that c-Fos- IR 

pauems entrained by RFS in the hypothalamus are associated with metabolic entrainment and 

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

response was not evoked in the hypothalamus. 
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As previously described c-Fos-JR in the SCN was not entrained by RFS (A ngeles-Castellanos et an1icipating rcward and motivational processcs evoked by taste and íood (G iraudo et al. , 1998; 

al, 2004; Damiola et al , 2000. Hara et al, 200 1: Wakamatsu et al , 200 1 ), nor was it entrained by a Berridge, 2003 ). The amygdala is cons idered as pan of the limbic tastc pathway and has a 

palatable-meal. 1t is well documented that the li ght-dark cyck is the main ze ttgebcr far the SCN relevan! projection to the hypothalamus for thc control of food intake (Petrovic h et al. , 2002). In 

and onty under an extreme catabo lic state feeding schedules can affect its phase or its response to the present study c-Fos·IR in the CeA can be rela1ed to thc motivational response to the taste oí 

light (C hallet et al. , 1997, 1998; Kalsbeek el al. 2000). Thus, we conclude that because PME docs chocolate. These results find support in similar experiments in which tasteful feeding evoked e· 

not challenge the metabo lic condition, c-Fos- IR in the SC N was not affocted. Fas-IR in the CeA (K im, et al , 2001 ). Also, CeA lesioned rats displayed lower prcference for 

In rats under PME, severa! regions of the limbic system showed a peak cxpression in c-Fos -IR palatable saccharine solution as compared to control rat s (Touzani el al, 1997). 

during AA and at the time of palatable-mea\ access (ZT 4, ZT6). This response was al so observed lnteresti ngl y, we showcd c·Fos-IR at ZT4 in the limbic slructures after 4 days of PME 

with lower amplitude in rats under RFS. suggest mg that in both entrainment condi tions Acc-Sh. interrup1ion. This ac1i vatíon is in agreement with the behavioral persis1ence of AA in PME rats. 

Acc-Co, CeA and PFC are in vo lved in the maniíestation of AA. Present daia are in agreement This obscrvacion indicate that limbic structures are involved in the rnotivational response to taste 

with a prcvious study in which we have described an increase in c-Fos expression anticipa1ing and due to the persistence may constitme oscillators oí FEO (Fig. 6). Present evidence as wel l as 

meal-time in both regions of the nucleus accu mbens in rats under RFS (Mendoza et al . in press). previous studies (Ami r et al , 2004; Wakamatsu et al., 200 1) suggest that sorne nuclei in the 

In addition, a previous study in micc showed clock genes entrainmcnt under RFS in the cortcx limbic system can express circadian oscillations and persistence of lhe food -entraincd pattems. 

and hippocampus, both peaking in pitase with AA (Wakamatsu et al. , 200 1). The increased Thus, limbic structures may play a relevan! role for AA as components of the distributed multi· 

cell ular activation during AA can be associated with the increascd s1a1e of arousal and food osci\latory system that constitutes the FEO. 

oriented dri ve that animals exhibi1 anticipating mealtime, it can also be due to the cxpectation oí In conclusion, present data that support the hypothesis that behavior and structures in the limbic 

food reward. Other studies havc related the cel!ular activation in 1he nudeus accumbens core and system are entrained by a tasteful palatabl e mcal. While RFS affect central and peripberal . 
prefrontal cortex with the expectation oí reward by a tasteful diet and evoked by changes in systems related to metabolic balance, including the hypothalamus, PME spccifically invol ve 

dopamine release (Bassaero and Di Chiara, 1999). Because e-Fas-IR was sigmficantly higher in regions ofthe brain linked with motivational states, suc h as the nuclei ofthe limbic system. Thus, 

PME than RFS rats, we suggest that under PME the rewnrd or hedonic system was main ly thc mechanisms in vo lved in PME are different from the mechanism involved in íood entrainment 

implicated and could have been the main underl ying proccss promoting behavioral activation , by RFS. The prese nt evidence of two different mechanisms associated with íood entrainment 

while in RFS mctabolic processcs also play a role. supports the proposal that the FEO may be a multi-osci llatory sys1em distributed ove r different 

In the CeA, there was also a clear increase in c-Fos-IR in animals under PM E, which was also regulatory systems. 

higher than thc activation in !he RFS group. The CeA is another relevant structurc implicatcd in 
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FIGURE LEGENDS 

Fig 1. Double plotted actograms of locomotor activity of rats enuained to RFS (A) or to a dai ly 

palatable·meal (8 ). In the actograms, each li ne represents a day of recording. Top bars represen! 

the light-dark cycle. Ven ical bar in A indicates meal time during RFS (gray) and days of total 

food deprivation (white sq uare). Gray triangles in B indicate the beginning and the end of PME 

respectively. Note the pc rsistence of AA aftcr to interruption of thc palatable mea! access for al 

least for 4 cycles. 

Fig 2. Mean ac1i viry waves for locomotor activity in RFS (white circles) and in PME (black 

circles) groups during ad libitum (A, D), during entrainment (B. E) and for the J days in food 

dep rivation (C) or 4 days following interruption of palatable mea! (F). Horizontal black bar 

indicates mcal time and vcnical Jine indicates palatab!e meal time (B. E). Horizontal whitc bar 

and doncd line indicate time of expccted mea! time. Values rcpresent mean ± SE. • post-hoc 

tukey p<0.05 . 

Fig 3. Serum concentration of glucose (GL) and free fatty acids (FFA) during RFS (black c ircles) 

or PME (white circlcs). Arrows indicate time of food and palatable-meal access. • post-hoc tukey 

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

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

(DMl-l}, lateral hypothalamus (LH ). paraventricular hypothalamic nucleus (PYN) and 

ventrorned iat hypothalamic nucleus (VMH) of RFS group ( • ) and PME group (o). Righ1 pane l 

shows e-Fas-IR expression of AL an imals ( A) and A-PME group (6}. Arrows indicate meal time 
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or palatable-meat access_" post-hoc tukey p<0.05 between groups, • post-hoc tukey p<0.05 Table l. F and p values obtained wit h the two-way ANOVA for independent mensures for the 

betwecn temporal points in a group grou p number of c-Fos-IR in the hypo thalamus between RFS-PME and AL-A-PME. 

NUClEUS/CONDITION GROUP TIME GROUP XTIME 

Fig S. Number of c-Fos-IR cells in the suprachiasmatic nucleus (SCN) of RFS group ( • ), PME 
RJS vs PME f(Ui) p f(Z.Z 1) p Í(2.27) 

Df\-fü 240.11 0.000 1 26.i3 0.000 1 Z9.i4 0.000 1 
group (o), of AL( • ) and A-PME rats (ó.). Indica1ions as in Fig. 4. Arrows indicate meal time or l.H 150.57 0.0001 1.948 NS 1.649 NS 

PVN 128 . .59 0.0001 21.22 0.0001 25.00 0.000 1 
palatab\e-meal acccss. * post-hoc tukey p<0.05 between groups. Vf\-tH 1.024 NS 11.23 0.0002 11.76 0.0002 

SCN 19. 10 0.0002 3.100 NS 1.145 NS 

Fig 6. Left panel shows the number of c-Fos-IR cells in the both rcgions con.! and shetl of the AL vs A-PME f (l_;.::,) r f<2,23J p Tc2,Z3) 

nucleus accumbens (Acc-Co and Acc-Sh), the central nucleus of amygdala (CeA) and prefronta l 
DMM 42.28 0.000 1 . 182 NS 1.56 NS 

LH 93.52 0.000 1 1.266 NS . 10 1 NS 

cortex (PFC) of RFS group ( • ) and PME group (o), and in the right panel of AL ( • ) and A-
PVN 65.43 0.000 1 2.398 NS Z.505 NS 

Vf\1H 1.041 NS 3. 469 0.04 1.76 1 NS 

PME rats (ll.). Other indicat1ons as in Fig. 4. Arrows lndicate meal time ar~d palatablc-meal SCN 4.67.1 0.04 7.452 0.003 .944 NS 

access. * post-hoc tukey p<0.05 betwecn groups, • posl-hoc tukey p<0.05 bt!tween temporal 

points for PME group 

Fig 7. Reprcsentative photomicrographs of c-Fos-IR in Acc-Co, Acc-Sh, CeA and PFC of PME 

animals at the three ZT points evaluated. Doned lincs define corrcsponding arca. Scale bar, 120 

µm. ac; anterior commisure, LV; lateral vemricle. 
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Table 2. F and p va\ues ob1ained wi1h 1he 1wo-way ANOVA for independent measures of !he 

number ofc-Fos-IR in the lim bic system between RFS-PME and AL·A-PME 

NUCLWS/COND ITTON GROUP 11M E GROUP XTIM[ 

RFS VS PME ÍCl.27) p Í (? .27) p Í(~.27) 

Acc-Co 42. 15 0.000 1 4.09 0.03 3.03 NS 
Acc-Sh 69.57 0.0001 2.84 NS 10.88 0.0004 

C<A 72.87 0.000 1 18.87 0.0001 19.27 0.000 1 

rrc 125.30 0.000 1 4.14 0.02 i .:S4 0.002 

AL VS A- PME í(l.?3) r Í(2.23) p Í (2.231 

A=ú 37. 18 0.000 \ 14.42 0.00 1 13.04 0.0002 

Acc -Sh 46.48 0.000 1 16.93 0.0001 13.35 0.0002 

C<A i9.59 0.000 1 2 7.61 0.000 1 23.58 0.0001 

rrc 38 1.52 0.000 1 29.36 0.0001 Zi.02 0.000 1 
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Abstract (245 wo,ds) 

Food is a potent ::eitgeber for peripheral oscillators but not for the master ci rcadian clock, 

the suprachiasmatic nucleus (SCN), which is entrained principally by the light-dark cycle. 

Howe ver, when food attains specific properties in quantity and quality, it can be a po1ent 

zeítgeber even far the SCN. Here we evaluate whe ther daily schedu led consumption of a 

palatable mea!, without regular food deprivation, entrains the ci rcadian rhythm of 

locomolor ac1ivity, serum glucose and free fatty acids (FFA), and the c-Fos and PER-l 

proicin cxpression in the SCN. Rats in constan! darkness, received a palatable meal for 5 

weeks starti ng in the middle of subjective day. Locomotor activity showed entrainment 

when a rclation coordination was establ ished between activity offset and palatable meal 

time. Gl ucose and FFA concentrations also showed entrainment with a main concentration 

at 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 palatable mea! access 

respectivc ly. PER- 1 showed a peak during the onsct of subjectivc night as expected. In 

addition, e-Fas and PER-1 exprcssion in the paraventricular thalamic nucleus (PVT) ofthe 

thalamus, a principal inputs to the SCN, also showed entrainment to the palatable-meal , 

suggesting that this nucleus may be in vol ved asan input pathway 10 the SCN fo r palatable 

food-entrainmcnt. These res ults demonstrate tha1 1he reward properties of food, which 

evokc an increase in the motivational state of animals, can en train the SCN. 



Introducti on (496 words) 

In mammals, circadian rhythms of physio logy and behavior are generated by an 

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

hypothalamus (Klein et al., 199 1). The molecular mechani sm underlyi ng rhyt hm generation 

has been proposed as in1erlocked positive and negative transcri ption-translation feedback 

loops oí clock genes and their protein products (Reppert & Weave r, 2001 ; Hasti ngs et al., 

2003). Entrainment of the SCN, is dcpendent on both photic and non-photic cues (Daan & 

Pittendrigh, 1976; Mrososvsky, 1996). For photic entrainment light acting via ret1nal 

afferent through thc retinohypothalamic t rac k using glut amatc like principal 

neurotransm itter (G uillete & Mitchcll, 2002), and a mpid induction of thc perl and per2 

genes in the SCN afler light stimulation at night (A lbrecht et al. , 1997). For non-photic 

entrainment the thalamic intergenicula1e leaílet (JGL) and the dorsa l raphe nucleus, using 

neuropeptide Y and serotonine rcspec tively, are the principal en1rainment pathways to the 

SCN (Mrosovsky, 1996; Meyer-Bc mstein & Morin, 1996). In addition, also a 

glutamatergic project ion from the paraventricular thalamic nucleus (PVT). has bee n 

proposed 10 be invol ved far non-pho1ic entrainment (Moga, et al., 1995: Moga & More. 

1996: Mrososvsl-.J•, 1996). Contrary to photic cntrainment. animal s are most responsive to 

non-pho1ic cues during the day wit h large phase advances o f locomotor rhythm icity and 

attenuate the nonna! ly high daytirne lcvds of c-Fos, Peri and Per2 ge n~s in the SCN 

(Mead et al. , 1992; Mrososvsky, 1996; Mlkkelsen et al., 1998 : Maywood et al., 1999; 

Horikawa et al. , 2000) 

Restricted feeding schedules (RFS) entrain clock genes express ion in peripheral osci llators 

bu1 not in the SCN (Damiola et al. , 2000; S1okkan et al., 200 1; Wakamalsu et al. , 200 1). 

However, a timed caloric re stricted feed ing (C RF) entrains the rhythms of loco motor 

acti v1ty and body temperaturc of rals in co nstan! darkness (DD), and alters 1he phase angle 

of photi c entrainment of these circadian rhythms in animals exposed to a light-dark cyc le 

(LD), suggesting that, in absent of a LD, CRF is a potcnt zeitgeber for the SCN (Cha ll et er 

al., l 996a) and in LD affect the entrainment of SCN to a LD cycle (Challet et al., 1997a, 

1998). 

During CRF a critical metabolic change is determinant for entrain the SCN, however, an 

ev idcnt moti vatio nal process, by food restriction, is also implicated and could be rclevant 

for the entrainmcnt by CR.F. Consisten! w ith this view, prev ious studies showed 

e ntra1 nment of locomotor acti vity, and c· Fos cxpression in severa! nuclei oí the limbic 

system by a palatab le- meal , suggesting that thc hedonic value of food is relevant for 

e111rainment (Mistlbcrger & Rusak 1987; Abe & Rusa.k, 1992; Mend oza et al. , 2004 ). 

On the basis of these evidences, we proposed that the SCN is sensit ive on ly to the reward 

properties of food. For this purpose, circad ian rhythms o f locomotor acti vity, metabolic 

parameters and c·Fos and PER~ 1 proteins exprcssion in the SCN were determined in ra1s 

entrained to a palatable-meal without food res trict ion and in DO. In add ition, we tested thc 

rol e of IGL and PVT as a principal entrainmcnt pathways to the SCN. 



Materials and methods 

Animals and Housing 

Male Wistar rats weighing 230-250g at the beginnlng of thc experimcnt were housed in 

indi viduals transparent acry lic cages (30 X 45 X 20crn) in a tempcrature-con1rolled 

en vironment (22± 1 ºC) under a 12: 12-h li gh1-dark cycle (lights on at 0700) with free access 

to food (rodent labo ratory chow 500 1) and water. Experiments were approved by the 

national guide oí care and use of animal cxperimentat ion of Mexican laws (Decreto ley de 

protección a los animales del distrito federal ). 

Experimental design 

Far the first phase ofthe experiment, to asscs behavioral cntrainment, rats were transferred 

to constan! darkncss (DD) with free access to food and water, and wcre randomly a.ss igned 

to one of two groups: a palatablc·meal entrained group (PME: n""8) in which an imals 

received Sg oí tasty·meal (chocolate bar containing 10% of proteins. 51% of carbohydrates 

and 34% fat for a caloric value of 550kcat/1 OOg. ) at 1400 h ex te mal time (ncarly thc middle 

of subjective day from ali anirnals) without regular food (chow) deprivation, anda control 

group manipulation (n=8) in which animals were awaked al 1400 h externa! time by an 

investigator with a leve! agiiation of the cover of the cages ovcr 1 O seconds , simulating the 

arrival of palatable meal . This group was designed 10 detenn ine whether behavioral 

activati on (due to repeated disturbances by the palatable·mea l entrainment) causes 

entrainmcnl of locomotor activity. For a base tine ali animals wcre in DD with food and 

water ad libitum at least far 25 days. Animals were entraincd for 6 Wl.'cks, aci.::ording to 1ts 

assigned protocol. Aftcr intcrruption of entrainment protoco\s, ali animals remained for 

other 3 weeks under behav1oral recording. 

Dueto a clear behavioral entrainment in PME rats but not in the control group, we decided 

in a the second phase of the experiment, evaluate cellular and metabolic entrainment on ly 

in the PME group. A sccond set of animals were entrained 10 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 obtained for immunohistochemistry and free fatty ac ids 

(FFA) and glucose detenninations in 6 tempora l points at 4-h intervals to obtain a 24 h 

cycle (n=4 , per temporal point), bcginning at zeitgeber time O (ZTO was designed as 

palatable meal·time ). 

Activity recording 

To assess locomotor activity, rats were housed individua\ly in transparent acrylic cages (30 

X 45 X 20 cm) and maintained in a soundproof room under DO and constan! tempcrature 

(22 ± l ºC). Locomotor activ ity 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. Doublc·p lotted actograms were obtaincd and analyzed for each animal using the 

SPADI (S istema de procesamiento y adqui sición de datos. Versión 1.1.1.) dcsigned in our 

lab 

Period of acrivity rhy thms 

Free·running periods (t) wcre estimated fo r the days under regular food ad libwum 

preceding the pal atable meal entrainment (PME), for days with a stable entrainment 10 the 

palatable meal and aner thc PME by ,\ 2 periodograrn analys is using SPADJ. The first days 



afler the PM E were sk.1ppcd to min imize the effect of poss ible transi ent cyck:s after 

entrainment. In addition. thc period of the activity rhythm before, during, and after PME 

was estimated by fiuing a regression line through the calcut:ucd onscts. 

Jmm unocytochemistry 

Rats wcre anaesthetized (pentobarbital , 200 mg/kg) and perfused intracardially with 250 mi 

saline (0.9%) fo llowed by 250 mi of cold 4% parafonnaldehydc in 0.1 M phosphate buffer 

(PB; pH 7.2). Brains were removed and postfixed for lh and cryoprotected in 10. 20 and 

30% sucrose solutions in 0.1 M PB ovemight. Sections (40 µm ) wcre cut through the enti re 

SCN, PVT and IGL using a cryostat. A l1emate free·floa1ing sections were incubated in a 

goal anti-mPERI antibody (1 :1000) dilutcd in phosphatc buffer satine rabbit se nim tri ton 

(PBSRT) and another se l was incubated in a rabbit polyclon<.11 anli·cfos antibody (Santa 

Cruz Biotechnology, USA) di lutcd 1 :2500 during 72 h at 4ºC. Foll owing incubation in thc 

primary antibody, sect ions were rinsed in PBS and incubatcd for 2 h at room tempe rature 

with a biotinylated anti·rabbit lgG made in goat (Vector laboratories), di lutcd 1 :200 in 

PBSGT for c-Fo.s and with a bio1inylated anli -goat IgG madc in rabb it di luted 1 :200 in 

PBSRT fo r PER-1. The tissucs were rinsed again 3 times for 1 O minutes and then wc re 

incubated for 2 h at room tempc rature in avidin·biotin·peroxidase complex (0.9% avidin 

and 0.9% biotin sol utions; Vec tastain Elite ABC Kit: Vector Labs) and washed agai n 3 

times for JO minutes in PBS. Finally sections were reactcd with thc avidin-biotin­

immunoperoxidase techmquc using diruninobenzidine (0.5 mglml, in tri zrna buffer 7.2) 

DAB as thc chromogen, with hydrogen pcroxide (35µ1 , 30% 1-1202), nickel-cobalt (200µ1 , 

10%). Aftcr this final rcaction, sections were mounted in gelati1HO:lted slides, and 

- - - ·--·- - --· ------- ----· -·-

dehydratcd through a se ries of alcohols, cleared with xylene , and coverslipped with 

Pennount (Fishcr Chemicals). 

Cell cowus 

For quantifi cation of c-Fos and mPERl·immunoreactive (ir) cells, cell counting of printed 

images from mid·SCN, anterior·PYT and IGL was conducted by two observers who we re 

b!ind to the experimental conditions 

The number of c·Fos and PER-1 positive nuclei were counted unilaterally in matchcd 

coronal sections from PME rats. Sec1ions were se lected in accordance with the stereotax ic 

atlas from Paxinos and Watson: SCN and anterior-P VT interaura l + 7.70; IGL interaura l -

4.80 (Paxinos & Watson, 1998). Images were examined under a li ght microscope (Nikon 

Eclipse E600) and captured at a IOX magnification using a computerized image analys is 

system (Meta Vue series 4.5, Un iversal imaging corporation). Cel ls im munoposili ve for C· 

Fos and PER· I were counted manually only in one side of each section. To minimize the 

number of fa lse positives, back.grounds opti cal de nsiry (00 ) was established in a nearby 

rcgion lacking immunoreactivity, and stained cc lls that reached or surpassed lhree limes the 

OD background, were considered positive, whcreas ce ll s under this staining threshold were 

discarded . 

Determinar ion o/ free fally acids and glucose 

Far free fatty acids (FF A) and glucose detenninations, blood samples were obtai ned from 

each animal of the cava vcin at the moment of perfusion. Blood samples were coll ected in 
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eppendorff tubes comaining a dot-activator ge l. For obtam the blood serum, blood samples 

were centrifllged at 2500 rpm during 15 rnin. Aliquocs of 100 µl sample wc re for free fatty 

acids detennination by using colorimetric rnethods as previous ly described (Escobar et al., 

1998) and gl ucose was detennined with a 10 µ! sample using a commercial colorimetric kit 

(Hycel No 70408, St. Louis MO). 

Staristical analyses 

Date from ali experiments are expressed as means ± SEM. c-Fos and PER-1 

expression, FF A and glucose conccntrations wcre cvaluated with one-way ANOV A for the 

factor time for independem measures. For period changes analysis we used a two-way 

ANOVA for the foctors group and experimental condition for rcpe:ued measures. In 

addition, we used a corre\ation coefficient and t-tcst to evaluate the relation bctween the 

endogenous period (•) and rate of cntrainmenl. All analysis were followed by a tukey 

mu ltiplc-comparations post-hoc test with a a set of p<0.05. S1atisticll analysis was 

performed with Statistica version 4.5 (StatSon. 1993). 

Results 

Behavioral entrainment 

Locomotor activ iry rhythms were measured under constan! darkness conditions. All 

animals displayed a siable free-running activity rhythms with an average free-running 

period of 24. ! S ± 0.03 h for control group and 24.17 ± 0.03 h for PME group, that were 

similar between groups. Animals used as a control group receivin g daily behaviora! 

activation, by the simulation of food amval , do not showed entra[nrnenl, !he free running 

.. L~. 

period remained with an average of 24.21 ± 0.04 h. lndicating that behaviora\ ac 1i vation 

was insufficient strength 10 entrain the circadian ac1ivity rhythm (Fig. 1). In contrast 

animals of PME group showed a clear entrainment to che meal access, adjusting the offset 

of activity with the time of zeitgeber (ZT -0) with a period of 24.01 ± O.O 1 h (Fig. 2). Thcre 

were obvious statis1ical differences in period be1ween groups during en1rai nment 

(F(L.14)"" 10.97;p<0.005). In PME rats, the rate of entrainmcnt was diffcrent between animals 

depending of che endogenous period; animals with a short period last more days to 

entrainment than animals with a long endogenous period (Fi g. 3). This correlation was 

statistical significan! (r-4.73; p<0.003). After this time, at the end of entrainment, the 

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

indicating a persi stence of the behavioral rhythm entrained to thc pa\atablc meal (Fig. 2). 

The period in cont rol animals continued in free nmning as in the previous conditions (Fig. 

\ ). 

Free fa tty acids and glucose entrainment 

In PME animals, FFA were increased significantly 4h after to palatable mea\ time at ZT4 

(F ig. 4_; F(5.t5)=4.204;p<0.01). In the glucose concentrati ons, 1here was an increase at the 

time of meal access (ZTO), and this increase continued with a Jess concentration at ZT4 and 

ZT8 (Fig. 4). In addi1ion. a peak a1 the onset of acti vity was evidem, but not simi lar in 

concentration 10 1hc peak at ZTO (Fig. 4). Thc ANOVA indicated a difference in the time of 

glucose concentrations (F(s.n)=9.069;p<0.0002). 
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e-Fas and PER-lexpression 

The numbcr of c-Fos -positive cells w:tS increased in the SCN at ZTO, in the time of 

palatable mcal access, which also coincided wi1h the offset of activi ry (Fig. 5). The one­

way ANOVA revealed that for c-Fos in the SCN there was a significant main effect on time 

(F(~. 1s}=4 .679;p<0.006). Because anima ls of ZTO point during PME wcre without the 

palatable meal until the sacrifice, the c-Fos expression at this point was considered like an 

anticipa1ory activity poinL For PER-1 expression there was a clear and significa ntly rhythm 

of express ion with a main number of PER-1 irnmunoreactive cells at ZT8 (onset of ac tivity) 

and a \ess number of PER-1 immunoreactive cells at ZTO (offset o f acti vity) (Fig. 5; 

F(s.11)'= 17.5 l ;p<0.0000 1 ). 

ln the PVT, thcre was a clear rhythrn in thc cxpression of c-Fos and PER-1 . The main 

expression ofc-Fos and PER-1 was at ZTO, at the palatable meal 1 im~ , which was in phase 

with the offset of activity (F ig. 6). The statistical analysis confim1ed these qualitative 

observation, showing a significant diffcrence between the temporal points evaluated (c-Fos, 

F(us)'=3.492;p<0.02: PER-1. F(s.,.)'=4.758;p<0.006). 

In the IGL, also lhere was a rhythm in the c-Fos expression wit h a main expression at 

ZT l6, at the midd le of acti vity phasc (Fig. 7). However, no significan! difference were 

detccted by thc one-way ANOVA between the diffcrent times (F(,_16f"2.583 :NS). 

Discussion 

These studies demonstrate the potent entraining effoct of a palatable mea! on the 

circad ian pacemaker in rats. The entrainment effect was evident in two outputs of the SCN 

as 1he circadian rhythm of locomotor activ ity and the daily conccnt rmion of glucose. 
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Moreover, bo1h temporal c-Fos and PER- 1 expression in the SCN also showed entrainmcm 

to the palatable mea! , indicatlng that the c\ockwork mechanism was modi fied by the 

entrainment. In add ition, the c-Fos expression in the PVT, as a non photic pathway of 

entrainment, suggest that this structure cou ld be one of the main pathway fo r entrainment to 

the pala1ablc meal. 

Behavioral entrainment 

Our results support previous studles that showed the entrainment of locomotor 

activity in hamsters by a palatable di et (Abe &· Rusak, 1992). Thi s en1rainment was only in 

the PME rats, but not in the behavioral activation control group. In despite that there are 

severa l studies that showcd entrainment by behavioral activation, suggesting that arousal is 

a potcnt zeitgeber for the SCN, in all these stud ies the behavioral manipul ati on is fo r long 

times (J h at leas1) wi th ar without exercise (Hastings et al., 1992, 1998; Mrososvsky, 1995, 

1996; Antle & Mistlberger, 2000). In the present study the behavioral manipulation was 

very short, only for 10 seconds, 1hen an entrainmcnt effect was not possi ble. 

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

act ivity, indi cating a phase relationship betwee n 1he phase of zeitgeber (palatable meal ) and 

the end of the locomotor activity pattem. These resu lts are similar to prev ious stud ies with 

non photic entrainment, in wh ich there was a si mi lar phase relationship between 1he 

=eitgeber (me latonine adm inistration, or forced running in a wheel) with the offset of 

actlvity in diurna! rodents (S lonen et al. , 2002; Hut er al., 1999). Additionally in non 

huma n primates a lso thcre is an entrainment of locomotor activity , whcn the time of 

zeitgeber (ac1ivity pulse ) is in phase with the onset of activity (G lass et al., 2001 ). 
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For the phase relation betwecn the uitgeber and the offset of the circadian rhythm 

of locomotor ac rivity, and bccause the t!ndogenous period (t) of locomotor activity was 

adj usted to thc period of zeitgeber (T; pal atable mea!) we concludcd that locomotor activity 

was ent ra ined to the palatable meal. In the other hand, the rate of ent rainment wa<i 

depended of the t . Rats with a ' close to 24 h take a long time to cstablish a clear 

entrainment, whereas rats with a ' > 24 h showed an entrainment in less days. Th is 

confinns tha1 the t of the c/ock is detenninant for the number of cycles to establish a phase 

relati onship between thc zeitgeber and thc endogenous rhythm (Asc hoff, 1984; Pittendrigh, 

1984). 

A previous study showed cntrainment of thc locomotor acti vity and PER-2 protein 

expression in the SCN ofmice by fecdi ng schedulcs (Casti ll o, et a l. , 2004). In 1his study a 

paradigm with long entrainment times was uscd, mi ce took on average 12 wceks to 

establ ish an entrainment to the schedule foeding, suggesting tlmt is necessary a paradigm 

with seve ra! days during this paradigm to establi sh entrainment. In addition, In th is 

previous paper, the schedule fccding was of 6 hours of food access, indicating that a caloric 

restri ction is not necessary fo r entrainment. In 1he present study , the animals werc not under 

regu lar food restriction, supporting the previous rcsults that is not necessaf)' a catabolic 

state by long times of fas1ing for entrainment. Howeve r, in contras! to th~ prcvious study, 

with a palatable mea l cntrainmcnt was nol necessary long times of entrai nmcnt, severa] 

animals took onl y fi ve days to establish a clear cntrainment , and animals that needed more 

days to entrainment, took 3 weeks. That indicate that in our protocol offood entrainment is 

not necessary long times of cntrainmcnt , and that is more importan! the hedonic value of 

the pa!atablc mea! for estab lish the entrainment. Then we suggest that potency of food as a 
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zeirgeber depe nds of the change in 1he motivati ona! statc of animals by the palatability of 

meal. That support previous studies that has reponed that the motivational value of sorne 

non photic cues as brain stimulation ora place preference is relevant fo r phase shifts in the 

circadian locomotor activity ofhamsters (Cain el al., 2004a,b) 

In the other hand in both the prev ious and the present paper mice and rats 

respecti vely were under DO, indicating that in the absent of the principal zeitgeber (LO 

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

previous papers that suggest the relevance of the competition bc twee n zeitgeberJ for the 

potency of food as a zeitgeber for the SCN (C hal let et al., 1998). ln animals under DO a 

timcd caloric restriction is a pote n\ zeitgeber for the SCN entraining the circad ian rhythms 

of locomotor acti vi ty and body temperature (C hallet et al. , l 996a). In addition, c/ock genes 

expression in the SCN could be cntrained by timed caloric restriction (Challet, et al., 

unpublished data). 

In contrast when animals are entrained to hypoca1oric restricted feeding under a LO cycle, 

there is an al teration in phase ang\e of the locomo1or acti vity, melatonine rhythm and body 

temperature to the LD cycle, and of the clock genes cxpression in thc SCN (Challet el al., 

l 997a, 1998, 2003; Mendoza et al., unpublished data). 

In rats entrained to a palatable meal undt:r a LO cycle, there are not en1rained of the 

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

ant icipatory activity componcnt wh ich depends of food-entrainable osci ll a1or (Mistlberger, 

1994) but not of the SCN, suggcsting that when a LO cyd e is present, this is more potent 

zeitgeber for the SCN than regular food or palatable meal (C hallet et al., 2003: Mendoza et 

al., 2004). 
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Previous studics using another kind of non photic cue to entrain the clock, a1 so has been m 

animals under constant conditions of li ght (Hut et a/_ , 1999: Slonen et al., 2002; Glass et 

al. , 200 1 ), avoiding the cornpetition between zeitgebers (LO cycle vs non photic cue). 

Metabolic emrainment 

The plasma concentrations of glucose were entrained 10 the palatable meal showing a peak 

at the onset ofactivity as has been reponed (La Fleur et al., 1999), but in addition, a c!car 

response lo the palatable mea! was observed with a high increase in plasma glucose 

concentrations at the palatablc mea] ti me. There is a rhythm in the concentrations of 

glucose 1hat depends of the SC N, which influcnce in peripheral tissues as the ll ver and 

pancreas through the autonomic nervous system (La Fleur et al., 1999, Buijs & Kalsbeek, 

2001). The risc of plasma glucosc concentrations in rats is at the end of the light period 

before to the start feeding, suggesting that this rhythm is endoge nous and not tite result of 

feedi ng (La Fleur et al .. 1999). In thc present study, the peak in the glucose concentra1ion at 

the beginning of ac1ivi 1y reflects the entrainment 10 the palaiable mcaL 

The increase at the palatable meal time is a response to high concentrations of 

carbohydrates of chocolate (5 1 % of carbohydrates), and perhaps this could be powerful by 

an increase of plasma corticoestcronc. The peak of blood glucose concentrat ions occurs at 

the same ti me that peak of circad ian rhy1hm of conicoestcrone (Kalsbeek l:!t al., 1996; La 

Fleur et al .. 1999). In addition, during food anticipatory activit)' therc is an increasc of 

corticoestcrone concentrations anticipating meal time (Diaz·Muñoz e1 al., 2000; Martínez­

Merlos et al. , 2004). PME ani mals showed a level incrcase in behavioral activation 
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anticipating palatable meal time, then perhaps also there was an increase in concentrations 

of conicoesterone an ticipating mea! time , wh ich powerful the glucose concentrations. 

In the other hand, FFA concentration showed an incrcase at ZT4, four hours aftcr to thc 

palatable meal time. Because therc is not a circad ian rhythm in the FFA concentrations 

(Escobar et al., 1998), this peak is on ly a response lo the high fat conlained in the palatable 

mea l (3 4% fat). In addi1ion, the increase in FF A concentrntions by 1he pal atable meal was 

after to the meal time, contrary to the increase during n:stri cled feed ing schedules (RFS) in 

which thcrc is an increase antici pating meal time (Escobar et al., 1998; Martfnez-Merl os et 

al. , 2004). That confi rms that animals entrained to the palatable mea! were not in a 

catabolic state as by RFS, and suggest that the tasty and reward properties of food is the 

relevan! characteristic to entrain . 

Entraining the clockwork mechanism 

The present findings demonstrated that c-Fos in the SCN can be ent ra ined by the 

palatable meal , showing the ac rophase of main e-Fas expression at ZTO (the palatable mea] 

time). Previous studies has repo rted a rhythm in the mRNA and pro1 ein expression of c· Fos 

in hamstcrs and rats maintained under DD, beginning around dawn (Sumová et al., 1998; 

Guido et al., 1999a, 1999b). fn the present study the rhythm of c-Fos protein express ion 

was in phase wilh the offset of activity and the palalable meal time, ind icating that there 

was a clear entrainment cffect due to the palatable meal. J-lowever, the increase in c·Fos 

express ion by the palatable meal is simi lar to the induction of c-Fos andper l in the SCN by 

a light pu lse (G ui do et al., 1999a; Albrecht et al. , 1997). In contrast, non photic s1i mul ation 

produces a decreasc in the e-Fas expression (l-lasti ngs, et al. , 1998; Mead et al., 1992; 
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Biello et af_ , 1994; Mi kke lsen & Mrososvsky, 1998; Antle & Mistlbergcr, 2000) and in the 

peri andper2 genes in the SCN (Maywood et al. , 1999; 1-Iorikawa et al., 2000; Maywood 

& Mrosovsky, 200 1). This reduction in c-Fos and clock genes expression has been 

proposed as the mechanism to resct the clock by non photic cues (Maywood et al. , 1999). 

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

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

activation, which nonnally produces an inhibi tion of c-Fos and clock ge nes as perl (Mead 

et al. , 1992; Antle & Mistlberger, 2000; Maywood et al., 1999), in PME animals was not 

the stimuli to produce the increase in c-Fos expression, and pcrhaps thc mecba ni sm for 

entrainment to a palatab!c diet could be another one. In addition, that suggest that the 

hedonic value of food is vcry important for cntrainmcnt as the behavioral activation. 

In the other hand, the circadian rhythm of PER-1 showed a main expression at ZT8 

and ZT I2, al the onset of acti vi1y, and the less cxp ress lon at ZTO at the palatable meal time 

Animals entrained to a LO cycle or in DO showed similar pattcms of PER·I expression, 

with a peak at the onset of activi ty and a decreasc at the end of activity phasc (Reppert & 

Weaver, 2001; Hast ings et al., 2003). Ttien in the presem study we demonstratcd that thc 

circadian rhythm of PER-1 was entraincd to the palatable mea!. That support previous study 

in whlch the temporal pattem expression of PER-2 protein in mice entrained to a feed ing 

schedule is similar to the temporal pattem in PER- 1 in 1he present study, with a mai n 

expression at ZT-1 2 anda less express ion at ZT-24 (Castillo et al., 2004 ). However, similar 

to thc expression of c-Fos by a non phot ic cue, the peri and per2 exprcssion showed a 

reduction in the SCN by non photic entrainment, then the mechan ism for palatable mea! 

entrainment perhaps is different to the photic and non photic cntrainment. 

17 

The two major inputs to the SCN implicated in non photic are the serotoninergic 

afferents fonn the median raphe (Meyer-Berstein & Morin 1996) and the NPY input from 

the JGL of thalamus (Mrosovsky, 1995, 1996). Locomotor actlvity induces c-Fos 

expression in NPY immunoreactivity cells in the IGL (Mrosovsky, 1996; Janik et al., 

1995). In the other hand bilateral electrolytic lesions of the IGL in hamsters blocks phase 

shifts by seri al arousal (Maywood et al. , 1997), suggesting that JGL input to the SCN is 

relevan! for non-photic entraínment, in which an increase in c-Fos activation in IGL 

produces a decrease in c·Fos express ion in the SCN, possibl y by a gabaergi c stimulation, to 

rcset the clock. Moreover, IGL lesio ns blocks the phase shift of locomotor activity and 

body ternperature by an entraínment with a hypocaloric diet suggesting an importan! rol e of 

IGL during food entrainment with a hypocaloric dict (Challet e t al. , 1996b). 

However, in the present study, c-Fos expression in the IGL was increase at ZTl6 , at 

the middlc of the phase activity . That is in agree with prevlous studies that showed that the 

induction of activity produce an increase in c-Fos expression in the IGL (M rosovsky, 1996; 

Janik et al .. 1995). Moreover, thi s increase of c-Fos in lGL coincided with the less c-Fos 

expression in the SC N at the middle ofthe activity. 1-Iowever, at ZTO in the palatabte mea! 

time. there was notan induction of c-Fos expression in the IGL, and was the 1ime of main 

c·Fos expression in the SCN, suggesting that the entrainment by the palatabte mea! is not 

under thc same mechanism than for others non photic cues through the IGL 

In the other hand, the JGL rcceives a bilateral projection from the retina, from 1he 

ganglion celts that project to the SCN through the retinohypothalamic tract (Pickard, 1985). 

The induction of c-Fos in the IGL by light depends of thi s projection with the retina, and in 

animals entrained to a light dark cyclc there is a rhythm in the c-Fos cxpression with an 

acrophase at lhe midd!e ofrest phase (Edel stein & Ami r, 1996; Challet et al., 1997b). 
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Because the rhythm of c-Fos in the JGL in the prescnt study was at the middle of 

activity phase of rats, in ant iphase with the c-Fos expression as in previous studies, that 

suggest that in despite that the IGL is not the principal pathway to entrain the SCN, the c­

Fos activity in IGL was changed by the palatable meal 

The PVT is anothcr input to the SCN and is a re levan! structure for photic and non 

photic entrn inment (A mir & Steward, 1996; Mrososvsky, 1996; Maga et al_, 1995). 

In thc present study, the increase of c-Fos expression in 1he PVT at ZTO in PME rats 

could be dueto the increase in bchavioral activation of animals mot ivated by the pa latable 

mea!, and perhaps this is thc neural pathway to eni rain the SCN. 

Ligth stimulation induces e-Fas expression in the PVT at thc onset ofactivity in rats 

(Challct et al., 1997b). Moreover, elcctrical or chemical stimulation in the PVT produce 

phase sh ifls in the circad ian rhythm of locomotor activity similar to the phasc-shift by light 

pulses (Salazar-Juárez et al., 2002), suggesting a similar mechanism in the entrainmenl of 

SCN activity by light stimula1ion through the retina and the stimulation uf PVT. That 

depends for the relcase of glutamate from both retina and PVT, and its action in NMDA 

and non NMDA receptors in thc SCN (Komhauser et al., 1990; Maga & Moore, 1996) 

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

mea!, suggest thal perhaps this is mechanism to this entrainmcnt. In addition, for the 

rclevance of PVT in the slcep-wakc cyclc, principally with wakefulness, cnhanced 

vigi lance (Novak & NUflcz, 1998; Novak et al., 2000) and thcir relationship w1th nuclei 

rclevant for the control of arousal as the noradre nergi c system from 1he tocus coc ruleus and 

from thc scrotoninergic systcm from the medial nuclei of raphe (Jones & Yang, 1985; 

Yenes & Mallin, 1988), the bchaviora l activaiion for the motivation evocated by the 

palatablc meal is detennin:tnt for the PVT ac1iva1ion and thc cntrainment SCN 
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In the other hand , the PVT has reciproca! connections wi th several nuclei of the 

\imbic system as the bed nucleus of the stria terminalis, the septum, the amygdala, the 

infralimbic coflex, the ventral striatum, the hippocampus and thc ventral tegmental area 

(VTA) of 1he midbrain (Moga, et al., 1995; Su & Bentiboglio, 1990). All these nuclei are 

also relevan! in the arousal , behavioral activation and in the reward processes, then thc 

reward val ue of the palatable meal is a key factor for the activation of all these nuclci and 

the PVT. In addition, the neuronal acti vation of PYT is associated with consummatory 

behavior (Robinson & 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 dopaminc from the neurons of VT A to relevant structures for the 

reward processes as the nucleus accumbens, the amygdala and thc prefrontal conex due to 

hedonic value of food (Bassaero & DiChiara, 1999; Berridge, 2003). The rclcase of 

dopamine from VTA could be stimulated by the ce llular activo.tion of PVT, then an acute 

release of dopamine dueto the palatable val ue of mea! also produces an increasc in the c­

Fos expression in PVT, and then the entrainment ofthe SCN. 

The PVT also receives projections of severa! nuclei fonn the brains1em as 1he 

solitary tract nucleus and the parabraquial nucleus (Saper & Loewy, 1980; Herbe11 et al., 

1990). Thesc structures are relevant for the taste characteristics of meal . The palatable mea! 

used in 1he present study (chocolate) is highly tasty and could be act ivated the nuclei in the 

brainstem and then the PVT, suggesting again that the hedonic val ue of a tasty meal is 

relevant fo r entrainment. 

In 1he other hand , previous studies has showed a circadian panem in the c·Fos 

expression in PYT, which is in relation with ac1i vity phase of both diumal and nocturnal 

animal s. suggesting thc rol e of this nuclei with the wakcfu lncss in the sleep-wake cycle. In 
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despite that there is a clcar circad ian rhythm in the c-Fos expression in the PVT, (Novak & 

Núñez, 1998), atso seems that there is a circadian rhythm in the PER-1 expression in thi s 

nuclei (presc nt sludy). There is not a clear evidence that the PVT is :.m autonomous 

circadian osci llator. or if the oscillations in e-Fas and PER-1 depcnds oí the SCN. 

However, dueto the circad ian panems oí c-Fos and PER-1 showcd an emrainment of its 

acrophase to the palatab le meal time, we suggest that if thi s is a circadian osci llator it was 

entrained to the palatable meal 

Another possibility for the entrainment of the SCN by a palatab!e meal is that 

severa! structures in the brain which showed to be circadian oscillators or cntraincd to food, 

as the bed nucleus of strias 1enninahs (Amir et al., 2004), the olfactory bulb (Granados­

Fuentes et al. , 2004), the prefrontal conex and hippocampus (Wakamatsu et al_, 2001 ;). the 

caudate-putamen and parieta l cortex (Masubichi , et ar. 2000) and the nucleus accumbens 

and amygdala (Mendoza et al_ , 2004). becomes strongly entrained by the palatable meal 

and this promotcd a co upling bctwcen them and with the SCN (Reppcrl & Weavcr, 2002). 

In summary, thc present rcsul ts demonslratc stron gly that a daily palatable mea! 

inlake causes emrainmem in not only behaviornl and metabolic rhythms, two principal 

outputs ofthe clock, but a!so ce llular rhythms in the SCN clock rhythm, ind ica1 ing that the 

reward propcrties of food , that produces a change un the motivational statc oí animals, is a 

key factor in thc food to be a poten! zeitgeber for !he SCN. 
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Figure legends 

FIG. 1. Two representati ve double plottcd aciograms of locomotor activi ry rhythms of r::its 

used in the induced activity pu lse as a control group. A 1 D·s of manipul.::it ion o f the coven 

of cage was delivered o ver 6 weeks (designcd by the verticat 'fines) in animals with a free 

nmning acti vity under constan! darkness (DD). In the actograms, days are ind1 cated 

venically from each linc :md time is indicated horizontal ly. The black top bar represents the 

DO cond itions. 

FIG. 2. Oouble-plotted actograms of 4 rats entrained to a daily in1ake of palatable mea\ 

(PME). 5 g of a palatable mea! (chocolate bar) was delivered ovcr 6 wecks (designcd by !he 

vertical lines) in aninrnls with a free running activity under constan! darkncss (DD) 

Horizontal black bar in the top indica.tes the DD conditions. Actograms in the lcft panel are 

two examples oí animals with an endogenous period (t ) close to 24 h, and actograms ofthe 

right panel are two examples of animals with a t longer than 24 h. Note that 1he rate of 

entrninment depends of the t . 

FIG. 3. Relationship between the cndogcnous pcriod (t) of locomotor activity rhythm and 

the number of days required to establish an cntrainment to the palatable meal time (rate of 

entrainment). 

FIG. 4. Serum concentra1ion o f glucose and free fany acids (FFA) across a 24 h cycle under 

DO in PM E rats. Arrows indicate time of palatable-meal access and hatched art:a represents 

the activity phase of locomotor activiry . • post-hoc tukey p<0 .05 between temporal points 
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F1G. 5. (Top) Mean(± SEM) number of c-Fos and mPER-1 immunopositive ce ll s in thc 

SCN across the 24-h cycl e in PME rats. Arrow indicares time of palatable-meal access and 

hatched area represents thc activity phase of locomotor acti vity. • post-hoc tukey p<0 .05 

between temporal poims. (Bottom). Representative photomicrographs of coronal sections 

of the SCN, expressing c-Fos and PER-1 immunoreactivity, sampled every 4 h across 1he 

24 h cycle of PME rats under DD. Arrow indicates palatable-mcal acccss and halchcd area 

represents the activily phase of locomotor activi1y.• post-hoc tukey p<0.05 betwecn 

temporal points. 3V, third ventricle; OC, optic chiasm. Scate bar, 120 µm . 

F1c. 6. (Top) Number of e-Fas and PER-1 immunoreactive cells in the PVT nucleus of 

PME rats. (Bottom) Representative photomicrographs of coronal sections of the PVT 

expressing c-Fos and PER-1 immunoreactivity across the 24 h cycle of PME rats under 

DD. !ndications as in Fig. 5. JV, third ventricle. Dotted lines defi ne corresponding area. 

Scalc bar,120 µ m. 

FIG. 7. (Top) Number of c-Fos immunoreactive ce lis in the IGL o f PME rats. (Bottom) 

Representativc photomicrographs of c-Fos-I R in 1he IGL across 1he 24 h cyclc of PME rats 

under DD. lndica1ions as in Fig. 5. Dotted lines define corresponding area. Scale bar, 120 

µm. 
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