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.RESUMEN

En la actualidad es comun que la gente realice viajes aéreos a través de varios husos
horarios, por cuestiones laborales o de esparcimiento. Los viajeros que se someten a estos
traslados refieren malestares que desaparecen después de varios dias, debido a la ausencia
de un ajuste rapido al horario del lugar de destino; este fendmeno se conoce como sindrome
de JetLag. Diversos trabajos experimentales han replicado esta situacion realizando avances
o retrasos subitos en el ciclo de luz-oscuridad, y en roedores se ha encontrado que variables
ritmicas como la temperatura y la actividad locomotora tardan una serie de ciclos antes de
sincronizarse al nuevo horario. Esta adaptacion gradual también se ha observado en la
actividad neuronal y en la expresion de genes reloj en el nucleo supraquiasmatico (NSQ) del
hipotalamo, que es el reloj biolégico que comunica las sefiales de tiempo al organismo. El
NSQ sincroniza su actividad al ciclo de luz-oscuridad (L-O), aunque es capaz de sostener
oscilaciones aun en ausencia de dicho ciclo. Ciertas variables fisiolégicas pueden también
sincronizarse a sefales metabdlicas dadas por el alimento. En el laboratorio observamos
previamente que el alimento puede acelerar la resincronizacion de los ritmos de actividad
locomotora y de temperatura en ratas sometidas avance de fase en el ciclo L-O. En este
trabajo nos propusimos determinar si esta aceleracion refleja cambio en el ritmo de actividad
neuronal y de expresion de proteina PER1 -un marcador de ritmicidad- en el NSQ. Para esto
sometimos a ratas a avances de 6 horas en el ciclo L-O, un grupo bajo condiciones de
alimentacion ad-libitum, y otro con el alimento acoplado al nuevo horario, y analizamos los
ritmos expresion de c-FOS y de PER1 en el NSQ. El 1er dia después del avance del ciclo L-
O, la nueva fase de luz provoca una respuesta de elevacion de la expresion de c-FOS en la
zona ventrolateral, esta respuesta fue similar en ambos grupos experimentales. Para PER1,
se presenté una disminucién en la amplitud y un avance de fase en el ritmo también en la
zona ventral del NSQ. En la zona dorsomedial la amplitud del ritmo de expresién para c-FOS
y PER1 disminuy6é y no se presentaron avances de fase. Los resultados sugieren que la
aceleracion de la resincronizacién de los ritmos circadianos de temperatura y actividad
locomotora por la restriccién temporal de acceso al alimento no se observan en el NSQ al
primer dia del cambio del ciclo L-O, y que se requiere explorar los dias posteriores; también
sugieren que la aceleracion dada por el alimento podria estar relacionada con la
sincronizacion de otras estructuras cerebrales.
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ILABSTRACT

In modern times it is common for people to travel rapidly across several time zones, for
professional and leisure purposes. Travelers complain about JetLag syndrome, which is a
series of discomforts that disappear after several days; this is due to the lack of
synchronization with the local time of destination. In the lab, by means of shifting the light-
dark (LD) schedule, it is possible to emulate this, and it hasd been found that in rodents, the
circadian rhythms of temperatures and locomotor activity synchronizes to the new LD
schedule after an amount of days. This gradual re-entrainment has been observed also in
neuronal activity and clock gene expression in the suprachiasmatic nucleus of the
hypothalamus (SCN), which is the biological master clock in mammals. SCN is synchronized
with LD cycle, and it keeps with it oscillations even in constant illumination conditions. Certain
physiological variables can be temporally entrained by metabolic signals provided by food.
Previously, we observed that after a phase shift in LD cycle, re-entrainment of locomotor
activity and temperature rhythms in rats can be accelerated by food. In the present
experiment we wanted to determine if this acceleration corresponds to a shift in the rhythms
of neuronal activity and clock protein expression in the SCN. To achieve this we subjected
rats to a 6 hour phase shift in the LD cycle, in two groups, one under ad libitum conditions and
other under food access restricted to 2 hours at the beginning of the new dark phase; and
analyzed the rhytms of c-Fos and PER1 expression in the SCN. In the first day after the LD
phase shift the new light elevates c-Fos expression in the ventrolateral SCN in both groups.
The phase shift also evocates a reduction in amplitude in the PER1 expression , as well as a
phase advance in the ventrolateral SCN. In the dorsomedial SCN, amplitude in both rhythms
of expression diminished, and no phase advance was observed. Results suggest that
acceleration of re-entrainment in temperature and locomotor activity rhythms by food are not
due to changes in the SCN, and that analysis of subsequent days after phase shift is
required. Also they suggest that such acceleration may be related to with entrainment of other
brain structures by restricted feeding schedules.

11



[11.LISTA DE ABREVIATURAS

AA: actividad anticipatoria

AMPc: adenosin-monofosfato ciclico

AP1: proteina activadora 1

AVP: avidina vasopresina

Calb: Calbindina

CALR: calretinina

Cl: corteza infralimbica

CRE: elemento de respuesta a AMPc
CREB: proteina de union a elementos de respuesta a AMPc
CREM: modulador del elemento de respuesta a AMPc
DMH: nucleo dorsomedial del hipotalamo
ERK: cinasa regulada extracelularmente
GABA: acido gamma amino butirico

GAD: glutamato descarboxilasa

GMPc: guanosin-monofosfato ciclico

GRP: péptido liberador de gastrina

ICER: represor temprano inducible por AMPc
LH: hipotalamo lateral

LSD: minimas diferencias significativas.
MAPK: protein cinasa activada por mitégeno
mMENK: encefalina

NArc: nucleo arqueado

NLST: nucleo lecho de la stria terminalis
NMDA: n-metil-d-aspartato

NPY: neuropéptido Y

NSQ: nucleo supraquiasmatico

PDE: fosfodiesterasa

PeF: area perifornical del hipotalamo

PKG: protein-cinasa dependiente de GMPc
PVN: nucleo paraventricular del hipotalamo
PVT: nucleo paraventricular del talamo



RAFK: cinasa raf

SPVZ: zona subparaventricular

TMN: nucleo tuberomamilar

TRH: tracto retinohipotalamico

VMH: nucleo ventromedial del hipotalamo

VIP: péptido vasoactivo intestinal
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V. INTRODUCCION

A. EL SISTEMA CIRCADIANO Y EL NUCLEO SUPRAQUIASMATICO
COMO RELOJ MAESTRO

1. El sistema circadiano

El movimiento de rotacion de la Tierra provoca condiciones cambiantes de iluminacion
esto es, dia y noche, o luz y obscuridad, que se suceden en un periodo de 24 horas. Para los
organismos, este ciclo de luz-obscuridad es la sefal temporal mas importante para el ajuste
de los ritmos circadianos (Challet, 2007). Los ritmos circadianos son ciclos fisiologicos,
metabdlicos y conductuales que persisten aun en aislamiento de sefales temporales
externas, y que tienen un periodo cercano a 24 horas. El hecho de que persistan en
condiciones constantes indica que estan dirigidos por osciladores bioldégicos con periodos
intrinsecos (Maywood, et al, 2007), que en conjunto forman el sistema circadiano. El sistema
circadiano requiere de una sefal de entrada, un reloj marcapasos, y salidas del reloj que
transmiten la sefal de tiempo a los demas osciladores del cuerpo. En los mamiferos el ciclo
de luz / oscuridad constituye la sefial de sincronizacion, y es procesada por la retina, la cual
transmite esta informacion a través del Tracto RetinoHipotalamico (TRH) al Nucleo
Supraquiasmatico del hipotdlamo (NSQ), que es el reloj y es donde las sefales de luz se
integran y regulan los ciclos de conducta y actividad de los tejidos periféricos. Las salidas del
reloj estan constituidas por sefiales neurales y humorales que marcan esta temporalidad
hacia otros nucleos cerebrales y hacia el resto del cuerpo. Los 6rganos como el higado, el
pulmén, el rindn, el tejido adiposo y el musculo esquelético son capaces de generar
oscilaciones en sus funciones fisiologicas y en la expresion de genes reloj, estas no son tan
robustas, y requieren de las sefales provenientes del NSQ para su coordinacion (Albrecht,
2012; Diebner, et al, 2010). A estos 6rganos se les conoce como osciladores periféricos.

2. Anatomia del NSQ

El NSQ se localiza dorsal al quiasma 6ptico. Anatdmicamente se divide en dos zonas,
ventrolateral, que es la zona directamente en contacto con el quiasma optico, y dorsomedial,
que se localiza dorsal a la primera y lateral al tercer ventriculo. En la zona ventrolateral se
encuentran cuerpos celulares inmunopositivos para péptido vasoactivo intestinal (VIP; Figura
1) (Card, et al 1981). Algunas células del NSQ en rata que expresan Péptido Vasoactivo
Intestinal (VIP) coexpresan Péptido Liberador de Gastrina (GRP) (Albers, et al, 1991). En
esta zona se localizan ademas células productoras de somatostatina, sustancia P,
angiotensina Il, neurotensina, encefalina (mMENK), calretinina (CALR) y calbindina (Calb)
(Moore, et al, 2002). En la zona dorsomedial del NSQ se localizan principalmente neuronas
positivas para arginina vasopresina (AVP; Figura 1), en el limite entre las zonas dorsomedial
y ventrolateral, se encuentran células positivas para somatostatina, aunque algunas de éstas
ultimas también se encuentran en la zona dorsomedial (Card et al, 1988). Ademas, en ratas,
la mayoria de las células del NSQ expresan ARNm para GAD (Glutamato decarboxilasa),
enzima productora de acido gamma aminobutirico-GABA. (Okamura et al, 1989, Francois-
Bellan, et al, 1990). En general, dentro del supraquiasmatico, se localizan axones
inmunorreactivos para AVP en las porciones medial y dorsal; para VIP se distribuyen en todo
el nucleo (Moore et al, 2002; Okamura e |bata, 1994, Antle y Silver, 2005).
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Figura 1. EI NSQ del hamster en un plano coronal. Del lado izquierdo se sefalan los
diferentes grupos celulares, y del lado derecho se muestra como son las oscilaciones en la
expresion de genes reloj: ritmico endégenamente, inducido por luz, oscilaciéon en antifase
respecto de la zona dorsomedial y oscilacién inducida por la administracién de GRP.
Abreviaturas: AVP: Avidina Vasopresina; VIP: Péptido Vasoactivo Intestinal; CalB:
Calbindina; GRP: Péptido Liberador de Gastrina; Cap: células con fenotipo no identificado.
Tomado de Antle y Silver, 2005.

La regién ventrolateral del NSQ recibe informacion Iuminosa del tracto
retinohipotalamico, cuyos neurotransmisores son glutamato principalmente, sustancia P y de
péptido activador de adenilatociclasa pituitaria. Otra via que transmite informacién luminosa
es la hojuela intergeniculada del nucleo geniculado lateral, que envia proyecciones de GABA,
NPY, mENK 'y neurotensina a la misma region (Morin y Blanchard, 2001).

Otras vias con informaciéon no-fética que proyectan al NSQ ventrolateral provienen
del nucleo del rafé, principalmente del nucleo mediano mesencefalico (serotoninérgica); del
nucleo paraventricular del talamo (PVT, porciones rostral y dorsal; glutamatérgica). En menor
medida, también recibe proyecciones glutamatérgicas provenientes del nucleo lecho de la
stria terminalis (NLST). Desde el hipotdlamo también se envian proyecciones hacia el NSQ,
de los nucleos predpticos medial y mediano, del nucleo periventricular, del nucleo
ventromedial (VMH), del nucleo dorsomedial (DMH), del nucleo arqueado (NArc), del nucleo
tuberomamilar (TMN), de la zona subparaventricular (SPVZ), del hipotalamo lateral (LH), y de
las areas hipotalamicas posteriores. Las proyecciones de estas areas se localizan en la zona
dorsomedial del NSQ. En esta misma region también se localizan proyecciones provenientes
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de la corteza infralimbica (Cl), el nucleo septal lateral y el subiculo ventral (Moga y Moore,
1996; 1997) (Figura 2).

El NSQ envia proyecciones hacia los nucleos hipotalamicos SPVZ
(SubparaVentricular Zone, Zona SubParaVentricular), al nucleo paraventricular (PVN) region
parvocelular, al VMH, al DMH, al area hipotalamica lateral, al area retroquiasmatica, y al area
predptica. Fuera del hipotalamo, el NSQ envia proyecciones hacia el NLST, hacia el séptum
lateral, y hacia los nucleos paratenial y PVT. Las aferencias del NSQ provienen de su zona
dorsomedial (Leak y Moore, 2001).

Figura 2. El esquema muestra el NSQ en el plano coronal. En los recuadros de color se
sefala el fenotipo neuroquimico de las respectivas regiones las flechas entrantes simbolizan
las entradas de informacién a las respectivas regiones, VIP: Péptido Vasoactivo Intestinal;
Calb: Calbindina; GRP: Péptido Liberador de Gastrina; GABA: Acido Gamma Amino Butirico;
AVP: Avidina Vasopresina; CALR: Calretinina; mENK: Encefalina; 3V: Tercer ventriculo; VL:
Ventrolateral; DM: Dorsomedial; TRH: Tracto Retinohipotalamico; HI: Hojuela
Intergeniculada; PVT: Nucleo Paraventricular del Talamo; Cl: Corteza Infralimbica; NLST:
Nucleo Lecho de la Stria Terminalis; OC: Quiasma Optico. Modificado de Golombek y
Rosenstein, 2010.

3. Funcion del NSQ como reloj biolégico

Muchos estudios han demostrado el papel del NSQ como reloj bioldgico. Las lesiones
del NSQ provocan la pérdida los ritmos circadianos de ingestion de agua, de actividad
locomotora, de liberacion de corticosterona en la glandula adrenal, del ciclo suefno-vigilia, y
de temperatura (Stephan y Zucker, 1972; Moore y Eichler, 1972; Schwartz y Zimmerman,
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1991; Ibuka y Kawamura, 1975; Eastman, et al, 1984). Los ritmos circadianos de actividad
locomotora y de actividad eléctrica en zonas cerebrales fuera del hipotdlamo se pierden
cuando se aisla al NSQ del resto del cerebro, sin embargo, la ritmicidad de la actividad
eléctrica en aquél se conserva (Inouye y Kawamura, 1979).

Los estudios con trasplantes de NSQ fetal han reforzado la concepcion del NSQ como
el reloj biolégico en los mamiferos. Los ritmos circadianos de actividad locomotora, de
ingestién de agua, y de concentracion de AVP en el liquido cefalorraquideo se recuperan con
trasplantes de NSQ fetal en ratas arritmicas por lesiones del NSQ. Este efecto es especifico.
(Sawaki, et al, 1984; Saitoh, et al, 1990; Drucker-Colin, et al, 1984; Earnest, et al, 1989;
DeCoursey y Buggy, 1989).

4, Oscilaciones de las actividades eléctrica, metabdlica, y de
expresion de proteinas del NSQ

Al identificar al NSQ como el reloj maestro del sistema nervioso central, se han analizado sus
propiedades como un oscilador autbnomo, encontrandose que la actividad eléctrica de las
células del NSQ es ritmica, con frecuencias altas en la fase de luz y bajas en la de
obscuridad (Vanderleest, et al, 2009; Atkinson, et al, 2011; Lucassen, et al, 2012). La
utilizacién de glucosa en el NSQ también presenta un ritmo circadiano con niveles maximos
en la fase de luz, tanto en especies diurnas, como crepusculares y nocturnas (Shibata, et al,
1982; Schwartz, et al, 1980; Schwartz, 1987; Schwartz, et al, 1983a). Existe una relacion
entre la actividad eléctrica de las neuronas del NSQ vy la utilizacién de la glucosa, ya que la
administracién de tetrodotoxina, un bloqueador de canales de sodio, que bloquea la
actividad eléctrica de las células, disminuye consecuentemente la utilizacion de glucosa
(Newman, et al, 1992).

Se ha propuesto que las células individuales son osciladores autbnomos, ya que la
actividad eléctrica de células individuales del NSQ de rata registrada por mas de 36 horas
muestra in vitro un periodo circadiano (Bos y Mirmiran, 1990, Kononenko, et al, 2008a,
Kononenko, et al, 2008b), con acrofases en la mitad del dia subjetivo, aunque la variabilidad
del periodo endégeno en las células individuales dispersas se incrementa, y su acrofase
cambia (Welsh, et al, 1995; Herzog, et al, 2004, Aton, et al, 2006). En roedores mutantes con
periodos de actividad locomotora mas cortos, el ritmo circadiano de disparo neuronal de
células individuales de NSQ en cultivo presenta periodos cortos (Liu, et al, 1997 Granados
Fuentes et al, 2012).

Las células del NSQ también presentan ritmos circadianos en la expresién de ARN
Mensajero (ARNm) y de proteinas. Bajo condiciones de luz-oscuridad, como de oscuridad
constante la expresion de AVP y somatostatina en el NSQ es ritmica, con una expresion alta
en la fase de luz y baja en la fase de oscuridad (Carter y Murphy, 1992; Earnest y Sladek,
1986; Earnest y Sladek, 1987; Prosser y Gillette, 1989, Earnest, et al, 1991; Murakami, et al,
1991; Takeuchi, et al, 1992). También se ha observado que la expresion de ARNm y proteina
de VIP y GRP es ritmica s6lo bajo un ciclo de luz-oscuridad, con niveles altos en la fase de
oscuridad y bajos en la fase de luz para la primera, y lo contrario para la segunda (Okamoto,
et al, 1991; Okamura e Ibata, 1994; Yang, et al, 1993). En el NSQ también se presentan
oscilaciones diarias en las concentraciones de los mensajeros intracelulares Adenosin-
Monofosfato ciclico y Guanosin-Monofosfato ciclico (AMPc, y GMPc, respectivamente); de
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actividad de fosfodiesterasa (PDE, enzima degradadora de AMPc), de Protein-Cinasa
dependiente de GMPc (PKG), y de incorporacién de leucina (un indicador de sintesis de
proteinas) (Prosser y Gillette, 1991; Yamazaki, et al, 1994; Ferreyra y Golombek, 2001;
Shibata, et al, 1992c).

5. Oscilaciones en la expresién de la proteina c-FOS en el NSQ

El gen c-Fos es un proto-oncogén que codifica para una proteina componente de la
proteina activadora del factor de transcripcion 1 (AP1). Esta proteina regula la transcripcion
de otros genes, por medio de su unioén al ADN. La expresion de esta proteina es disparada
por la despolarizacion de la membrana celular, por lo que se le considera un marcador de
actividad neuronal (Curran y Morgan, 1995).

En el NSQ se ha estudiado la expresion de c-FOS considerandola una aproximacién no
invasiva que permite medir la actividad neuronal reciente. En ratas y ratones bajo un ciclo de
luz-oscuridad, y en condiciones in vitro, se observa en el NSQ un ritmo diario en la expresion
de ARNm y proteina c-FOS, con maxima expresion en la primera mitad de la fase de luz
(Kononen, et al, 1990; Prosser, et al, 1994 Colwell y Foster, 1992; Liu, et al, 2002). La
expresion enddégena de c-FOS en el NSQ es mayor en el dia subjetivo que en la noche
subjetiva, con maximos en la primera mitad del dia subjetivo (Sumova, et al, 1998). Este
patron circadiano de expresion es independiente de si la especie es diurna o nocturna, dado
que en Arvicanthis niloticus, Rabidhomys pumilio, y Microtus arvalis (roedores diurnos) la
expresion de proteina c-FOS en el NSQ tiene un ritmo circadiano, en el que el maximo de
expresion también se presenta en el inicio de la fase de luz, y niveles minimos en la fase de
oscuridad (Katona, et al, 1998, Schwartz, et al, 2004, Schumann, et al, 2006, van der Veen,
et al, 2008), similar a los roedores nocturnos.

Dentro del NSQ, las zonas dorsolateral y ventromedial muestran distintos patrones en
la expresion de c-FOS. En primer lugar, resalta el hecho que bajo condiciones de oscuridad
constante la expresion de ARNm para c-Fos es alta en la mitad del dia subjetivo y baja en la
mitad de la noche subjetiva, en la zona dorsomedial. (Prosser, et al, 1994, Beaulé y Amir,
2003). A diferencia de la zona dorsomedial, en la zona ventrolateral la expresién es baja en
todos los puntos temporales. (Sumova, et al, 1998 Schwartz, et al, 2000). Estas
observaciones sugieren que la zona dorsomedial constituye el reloj endégeno, dado que in
Vivo, y aun en ausencia de sefales féticas, presenta un ritmo circadiano en la expresion de c-
Fos, mientras que la zona ventrolateral constituye una interfaz que procesa la informacién
proveniente de la retina, dado que su expresion se presenta en respuesta al ciclo de luz-
oscuridad (Beaule, et al 2001).

6. Oscilaciones de genes reloj en el NSQ

En el NSQ se expresa un grupo de genes conocidos como “genes reloj”, cuyos productos
constituyen asas moleculares de retroalimentacion. ElI mecanismo de expresion es el
siguiente: los factores de transcripcion CLOCK y BMAL1 se dimerizan en el citoplasma, y se
translocan hacia el nucleo para unirse a cajas E de los genes Per1, 2y 3; Cry1y 2, Rev-Erb-
a, y Dec1 y 2 (Gekakis, et al, 1998, Honma, et al, 2002), potenciando su transcripcion
(Matsui, et al, 2005). Los transcritos se traducen a proteinas en el citoplasma, se acumulan,

se dimerizan, y se translocan al nucleo, donde inhiben la actividad de CLOCK-BMALA1,
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inhibiendo su propia transcripcién (Hirayama, et al, 2003), los factores DEC1 y DEC2 también
suprimen la activacion de la transcripcion de Per1; REV-ERB-a, por su parte inhibe la
transcripcion de Bmal1, mientras que ROR la promueve. La inhibicion que ejercen PER-CRY
sobre la transcripcion de Rev-Erb-a, suprime la inhibicion que REV-ERB-a ejerce sobre la
transcripcion de Bmal1, propiciando el reinicio del ciclo (Ver Figura 3). El ciclo esta
influenciado por factores postranscripcionales: LARK1 contribuye a la traduccién de Per1,
hnRNP contribuye a la translocacion nuclear, hnRPNI promueve la degradacion de ARNm
Per2 y activa la traduccion de Rev-Erb-a, hnRNPD estimula la degradacion de Cry1 (Kojima,
et al, 2011); y por factores postraduccionales: las caseincinasas &/e (CK &/e) y FBXL3
provocan el reconocimiento de las proteinas PER y CRY para su degradacion proteasomal;
las proteinas PER reclutan a las proteinas NONO y SFPQ, que tienen efectos opuestos
sobre la transcripcién (Brown, et al, 2012), la translocacion nuclear de CLOCK-BMAL1 y su
protedlisis dependen de su ubiquitinacién (Kwon, et al, 2006) misma que a su vez depende
de su previa poliSUMOilacion (Lee, et al, 2008). En el NSQ el dimero CLOCK-BMAL1
también promueve la transcripcion de otros genes no esenciales para el mecanismo de reloj,
pero que tienen una expresion ritmica y son cruciales para la transmision de las sehales
temporales al resto del cerebro, como AVP y DBP (Repperty Weaver, 2001).

Figura 3. Maquinaria molecular del reloj circadiano. Las lineas continuas representan
estimulacion, las lineas discontinuas, inhibicion. GCR's: genes controlados por el reloj.
Tomado de Zanquetta, et al, 2010.
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En ratones y en ratas, la expresion de ARNm para Cryl muestra una variacion
circadiana en el NSQ tanto en condiciones de luz-oscuridad como bajo oscuridad constante,
con un maximo de expresion en la fase de luz, o el dia subjetivo y niveles bajos en la fase de
oscuridad y noche subjetiva (Asai, et al, 2001; Miyamoto y Sancar, 1998). La expresiéon de
ARNm de Perl, Per2, y Per3 en el NSQ del raton tiene un ritmo circadiano, tanto en
condiciones de luz-oscuridad, como en condiciones de oscuridad constante, con maximos en
la fase de luz y el dia subjetivo (Ver Figura 4); la expresiéon de los genes Per y Cry se da
tanto en la zona dorsomedial como en la zona ventrolateral. La expresion de las proteinas se
aprecia 4-6 horas después de la de ARNm (ver Figura 4; Jin, et al, 1999; Vitaterna, et al,
1999; Miyake, et al, 2000; Yan, et al, 1999; Takumi, et al, 1998; Field, et al, 2000). Las
expresiones ritmicas de los productos de transcripcion se acompanan de expresiones
ritmicas en las proteinas que codifican (Reppert y Weaver, 2001) La expresion de Perl y
Per2 sigue un gradiente de distribucién temporal y espacial en el que se aprecia primero en
la zona dorsomedial proxima al tercer ventriculo, y se va desplazando en sentido lateral y
ventral conforme avanza el tiempo, hasta decrecer en el final del dia subjetivo (Yan y
Okamura, 2002). Las células que expresan ARNm para Perl y para Per2 coexpresan ARNm
para AVP, en la zona dorsomedial, en la zona ventrolateral por su parte no hay coexpresién
de Perl y VIP (Dardente, et al, 2002a;b). En la region retinorecipiente en condiciones de luz-
oscuridad hay un ritmo de expresion de ARNm para Perl y Per2 en el NSQ, no asi en
oscuridad constante (Maywood, et al, 1999; Hamada, et al, 2001). En oscuridad constante,
el gen Bmall también tiene un ritmo de expresion, con valores en antifase respecto a los de
Perl y Per2 (Caldelas, et al, 2003).

Figura 4. Expresion circadiana de ARNm y de proteinas reloj, en el NSQ bajo un ciclo de luz-
oscuridad. Las barras grises representan la fase de luz y las negras la fase de oscuridad.
Modificada de Reppert y Weaver, 2001.
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B. SINCRONIZACION FOTICA DEL NSQ

La sincronizacion fotica consiste en el ajuste de la fase y la frecuencia de un ritmo al
ciclo de rotacion de la tierra (Daan y Aschoff, 2001). La luz es el sincronizador mas poderoso
del NSQ (Challet, 2007). La sincronizacion fética del NSQ se ha estudiado por medio de la
administracion de pulsos de luz a diferentes tiempos en una ventana temporal de 24 horas, y
midiendo los cambios en las variables circadianas enddgenas en respuesta a dichos pulsos.

1. Cambios en la expresion de c-FOS ante pulsos de luz

En roedores bajo oscuridad constante, la administracion de pulsos de luz en el dia
subjetivo no produce cambios de fase en el ritmo de actividad locomotora, y provocan
ligeramente la expresion de c-FOS en el NSQ; en la noche subjetiva en cambio, pulsos de
luz al inicio de la noche subjetiva provocan retrasos de fase en el ritmo de actividad
locomotora, e incrementan la expresion de c-FOS en la zona ventral del NSQ; pulsos de luz
al final de la noche subjetiva provocan avances de fase, y también expresién de c-FOS en la
zona ventral (Rea, 1989; Rea,1992; Colwell y Foster, 1992; Chambille, et al, 1993). Esta
expresion se presenta en 40% de las células productoras de GRP; y en células productoras
de VIP (Earnest, et al, 1993; Romijn, et al, 1996). La magnitud del avance de fase en el ritmo
de actividad locomotora y de la expresidon de ARNm para c-Fos evocada es proporcional a la
intensidad luminosa del pulso (Kornhauser, et al, 1990). Esta induccion puede estar mediada
por transmision glutamatérgica, ya que la administracion de un antagonistas glutamatérgicos
reduce la induccion de c-FOS en el NSQ ventrolateral, ante pulsos de luz administrados en la
fase de oscuridad, y reduce también los cambios de fase en el ritmo de actividad locomotora
(Abe, et al, 1991; Vindlacheruvu, et al, 1992; Abe, et al, 1992).

2. Cambios en la expresion de genes reloj ante pulsos de luz

Los pulsos de luz en condiciones de oscuridad constante también tienen efectos sobre
la expresion de genes reloj en el NSQ. En la rata la exposicion a la luz en el dia subjetivo no
tiene efectos sobre la expresion de ARNm del gen Per; en cambio, en la noche subjetiva,
incrementa la expresidn, con una correlacion positiva con el tiempo de exposicion, y es
similar a la expresion de ARNm para Fos. (Matsui, et al, 1993). En ratones, ratas y
Arvicanthis ansorgei, pulsos de luz en la noche subjetiva incrementan la expresion de ARNm
para Perl y Per2 en el NSQ en la zona ventrolateral del NSQ, mas prominentemente en su
porcién lateral en el caso de ; también disminuyen la expresién de Cry2, pero no tienen
efecto sobre Bmall ni Cryl(Takumi, et al, 1998; Zylka, et al, 1998; Yan, et al, 1999; Miyake,
et al, 2000; Yan y Okamura, 2002; Dardente, et al, 2002a; Caldelas, et al, 2003; Miyamoto y
Sancar, 1999). La induccion de la expresion de los genes Per estd modulada por los genes
Cry. En los ratones knockout del gen Cryl la expresion de ARNm para Per1y Per2 en el NSQ
es alta en la fase de luz y baja en la fase de oscuridad, un pulso de luz en la fase de
oscuridad induce la expresion de ARNm para Perl y Per2, en los ratones knockout de los
genes Cryl y Cry2, la expresion de ARNm para Perl es arritmica y no cambia ante un pulso
de luz en la fase de oscuridad; el ritmo y la respuesta a la luz de Per2 sin embargo es normal
(Vitaterna, et al, 1999).

En ratones, la administracion de pulsos de luz en el inicio de la noche subjetiva inducen
9 horas después la expresion de proteina PER1, ésta ultima se aprecia en la zona
ventrolateral del NSQ; algo similar parece suceder con la proteina PER2, pero el efecto no es
significativo. En el caso de un pulso de luz en el final de la noche subjetiva la induccién de
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PER1 se aprecia hasta 4 horas después. En el caso de PER2, no hay induccién (Field, et al,
2000).

La relevancia del gen Perl para que se lleven a cabo los cambios de fase por pulsos
de luz se ha hecho evidente porque el bloqueo de la actividad de CREB inhibe los avances
de fase en la actividad eléctrica inducidos por la aplicacién de glutamato al NSQ de rata in
vitro, asi como el incremento en la expresiéon de ARNm para Perl. El tratamiento con sondas
antisentido para el gen Perl impide los avances de fase en el ritmo de actividad eléctrica
inducidos por glutamato en el NSQ de ratas in vitro. (Tischkau, et al, 2003).

C. INTERACCION DEL NSQ CON SENALES DEL ALIMENTO

Estimulos periddicos distintos a la luz también tienen la capacidad de sincronizar
variables ritmicas en los organismos. Por ejemplo, en hamsters con lesiones del NSQ el
ritmo de actividad locomotora se puede sincronizar a un horario restringido de acceso al agua
(Mistlberger, 1993). La estrategia experimental mas utilizada para el estudio de la
sincronizacion no fotica ha sido la restriccion temporal de acceso al alimento, y la presencia
de actividad previa (Actividad Anticipatoria, AA) a la presentacion del alimento es indicativa
de sincronizacién (Stephan, 2001). Este fendmeno es independiente del NSQ, ya que, por un
lado, ratas y ratones con lesiones del NSQ desarrollan AA a un horario restringido de
alimentacion (Stephan, 1984, Marchant y Mistlberger, 1997); y por el otro que dicho
paradigma no cambia la fase de los ritmos de expresion de c-FOS y de ARNm para Perl y
Per2 en el NSQ (Angeles-CasteIIanos, et al, 2004; Damiola, et al, 2000; Hara, et al, 2001,
Stokkan, et al, 2001; Mieda, et al, 2006)

Bajo ciertas condiciones, el NSQ puede ser afectado por sefales temporales de
alimento; por ejemplo, en condiciones de luz constante, el ritmo de expresion de proteina
PER2 se abole en el NSQ, pero la restriccion temporal de acceso al alimento sincroniza la
actividad locomotora y provoca la reaparicién de dicho ritmo de expresion de PER2 (Lamont,
et al, 2005). También se ha observado que sin restringir el acceso al alimento, una entrega
periodica de un alimento palatable provoca la aparicién de AA, asi como cambios de fase en
la expresion de c-FOS en el NSQ, aunque la expresion de proteina PER1 no es influenciada
por el tratamiento (Mendoza, et al, 2005a). Otra estrategia que se ha probado es la
restriccion temporal de acceso a un alimento hipocaldrico. Los ratones bajo dicha restriccion
muestran mayor AA; y cambios de fase en la expresion de ARNm para Perl, Cry2, y AVP y
de proteina PER1 en el NSQ, y también presentan un incremento en la expresion de PER1,
PER2, y AVP ante pulsos de luz en la noche (Mendoza, et al, 2005b; Mendoza, et al, 2007).
Estas estrategias sugieren que la actividad celular, medida por ¢c-FOS y la expresiéon de
genes reloj en el NSQ si responden a sefales generadas por el alimento.

D. JETLAG

Actualmente es comun para mucha gente hacer viajes que implican trasladarse por
varios husos horarios, por cuestiones laborales o de esparcimiento. El transporte aéreo hace
posible que estos desplazamientos se realicen relativamente en poco tiempo, esto es, en
menos de 24 horas. Cuando se someten a estos traslados, las personas suelen referir
multiples alteraciones, como cansancio y dificultad para concentrarse, insomnio, dificultad
para realizar tareas fisicas y cognoscitivas, y problemas gastrointestinales. Estas
alteraciones tardan en desaparecer un numero de dias equivalente a dos tercios de la
cantidad de husos horarios atravesados. Aunque la explicacion completa de estas
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alteraciones implicaria multiples y complejas causas, el aspecto fundamental es la ausencia
de un ajuste rapido al horario del lugar de destino por parte del NSQ, el reloj bioloégico
(Waterhouse, 1999, Waterhouse, et al, 2007).

Una serie de trabajos se ha dedicado a abordar el problema del cambio subito del horario de
iluminacién, y sus efectos sobre el NSQ. En roedores modelos experimentales han explorado
el efecto de avances o retrasos subitos en el ciclo de luz-oscuridad que emularian la
situacion que enfrentan los viajeros en viajes transmeridianales. Una observacion comun en
todos los estudios es que la cantidad de ciclos transitorios para la resincronizacion del ritmo
de actividad locomotora (un ritmo dependiente del NSQ) es menor cuando se realizan
retrasos de fase que avances en el ciclo de luz-oscuridad (Satoh, et al, 2006; Murphy, et al,
2007, Mendoza, et al, 2008, Angeles-Castellanos, et al, 2011). Con relacién a los ritmos de
actividad eléctrica y de expresion de genes reloj en el NSQ, las observaciones son
discordantes. En un primer trabajo se encontrdé que en el dia 1 posterior tanto a un retraso
como a un avance de fase en el ciclo de luz oscuridad, el ritmo de expresion de Per1-Luc en
el NSQ se encuentra resincronizado (Yamazaki, et al, 2000). Nakamura et al (2005) han
encontrado que ante los retrasos de fase la resincronizacion de Per1-Luc también se logra en
el primer ciclo, mientras que ante avances de fase hay un efecto de "overshoot", esto es, la
magnitud del avance de fase en el ritmo de luminiscencia es mayor a la del avance de fase
en el ciclo de iluminacién; y al dia 6, la resincronizacion es completa. El efecto "overshoot" se
localiza en la zona ventrolateral, mientras que en la zona dorsomedial el cambio es de la
misma magnitud del cambio de horario; en ambas zonas, la amplitud del ritmo se encuentra
decrementada. En otro estudio se encontré que en el dia 1 posterior al avance de fase la
variabilidad interindividual en el ritmo de expresion de Per2-Luc en el NSQ se incrementa y
la proporcion de células ritmicas disminuye, y hasta el dia 3 se encuentra resincronizado; las
regiones dorsal y ventral muestran una desincronizacion entre ellas (Davidson, et al, 2009).

Reddy et al (2002) por su parte, mostraron que en el primer dia después del avance de fase,
hay una induccién de la expresion de ARNm para Per1 y Per2 en el NSQ, coincidente con la
presencia de luz en el nuevo horario, pero que el maximo de expresion no se sincroniza sino
hasta el tercer ciclo, y en el caso de Cry1, hasta el octavo. Nagano et al(2003), de manera
similar, han reportado que la expresion de ARNm para Per1 en las zonas ventrolateral y
dorsomedial del NSQ estan sincronizadas una con la otra, y a su vez con el ciclo de luz-
oscuridad, y que al realizar el avance de fase, ambas zonas se desincronizan una de la otra:
mientras que en la zona ventrolateral la expresion de ARNm Per1 presenta un efecto
"overshoot", y se resincroniza al nuevo horario de iluminacién 3 dias después del cambio, la
zona dorsomedial lo hace hasta el dia 13. una discordancia importante entre estos estudios
es la variable considerada, mientras que los trabajos que refieren la resincronizacién
instantanea miden bioluminiscencia in vitro de constructos Per-Luc, los trabajos que
describen resincronizacion gradual miden expresion de ARNm Per. Esta diferencia es
importante cuando se consideran los resultados de otro estudio, en el que después de
realizar avances de fase en el ciclo de luz oscuridad, mientras que en las mediciones in vitro
de Per1-Luc y de actividad eléctrica del NSQ, la resincronizacion se aprecia en el primer
ciclo, en las mediciones in vivo de la actividad eléctrica, tal resincronizacion no se aprecia
incluso en el dia’6 (Vansteensel, et al, 2003)
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V. OBJETIVOS

1.Confirmar los efectos de un avance de fase de 6 horas en el ciclo de luz-
oscuridad en la expresion circadiana de c-FOS y PER1 en el NSQ de la rata.

2.Determinar si la restriccion temporal de acceso al alimento contribuye a la
resincronizacion de la expresion circadiana de c-FOS y PER1 en el NSQ de la rata.

VI. ANTECEDENTES

En el laboratorio también observamos que al someter a ratas a un avance de fase de 6
horas en el horario de iluminacién, sus ritmos de actividad locomotora y de temperatura (dos
ritmos circadianos controlados por el NSQ) no se sincronizan instantaneamente al nuevo
horario, sino que se ajustan después de 10 ciclos transitorios. La cantidad de ciclos
transitorios se pudo reducir combinando el cambio del ciclo de luz a un cambio simultaneo
del horario de alimentacion, que consistid en recorrer el acceso al alimento a la nueva fase
de oscuridad por los primeros 5 dias posteriores al cambio. Con esta manipulacion, la
resincronizacion de las variables se acelerd, acortandose a 3 dias de ciclos transitorios
(Angeles Castellanos, et al, 2011; Figura 5). Este trabajo se propuso determinar si la
restriccion temporal de acceso al alimento habia afectado directamente al NSQ, ejerciendo
efectos sobre los ritmos de expresion de las proteinas c-FOS y PER1 en el NSQ bajo un
avance de fase del ciclo de luz oscuridad de 6 horas. También se propuso averiguar cOmo es
dicha afectacion en las zonas ventrolateral y dorsomedial del NSQ.

Figura 5. Actogramas representativos, y acrofases de los ritmos de actividad locomotora y
temperatura en linea base y posterior a un avance de fase en ele ciclo luz-oscuridad de 6
horas, bajo administracion de solucion salina (fila superior) o bajo restriccion temporal de

acceso al alimento (fila inferior). Las flechas en los actogramas representan el dia del

24



avance, los recuadros indican el tiempo de tratamiento. LB: linea base. Modificado de
Angeles Castellanos, et al, 2011.

VII.

HIPOTESIS

1.La resincronizacion del NSQ a un avance de fase es diferente entre la region
ventrolateral y la regidn dorsomedial.
2.La restriccion temporal de acceso al alimento acelera la resincronizacion de la

expresion circadiana de las proteinas c-FOS y PER1 en el NSQ de la rata, después de un
avance de fase de 6 horas en el ciclo de luz- oscuridad.

VIII.

cajas

METODOLOGIA

A. Sujetos

Se utilizaron ratas macho Wistar de 250 a 300 gramos de peso. Fueron alojadas en
individuales, en un ambiente con una temperatura constante (21° C) y un horario de

iluminacién 12:12 (encendido de la luz: 0700, definido como tiempo del sincronizador “0”:
ZT0) con agua y alimento ad libitum.

B. Disefio experimental

Se formaron 3 grupos:

Control: (N=24) fue alojado bajo el ciclo de luz-oscuridad previamente descrito durante
6 dias, después de el cual fue eutanizado, en los puntos temporales ZT0, 3, 6, 9, 12,
15, 18, y 21, con el objeto de construir una curva temporal de un ciclo de 24 horas. La
obtencion de los cerebros se realizd en tres series experimentales, cada una de las
cuales consistio en el sacrificio de un sujeto por punto temporal, desde ZTO hasta
ZT21.

Jet-lag (N=24) se alojo por 5 dias en las mismas condiciones que el grupo control, y en
el dia 6 el inicio de la fase de obscuridad se adelanté por 6 horas, para lo cual se
adelant6 el inicio de la noche apagando las luces a ZT6 (1300). Las ratas fueron
sacrificadas a partir de este punto temporal, una vez realizado el avance de fase del
ciclo luz-obscuridad, cada tres horas hasta completar 24 h. Se procedi6é en tres series
experimentales de un sujeto por punto temporal en cada serie.

Jet-lag y alimento (N=24) se alojo por cinco dias en las mismas condiciones basales
que el grupo control; en el dia 5, el alimento fue retirado de los comederos. En el dia 6
se realiz6 el avance de fase del ciclo luz-obscuridad como descrito para el grupo Jet-
lag, y concomitantemente con el apagado de la luz se les coloc6 alimento en los
comederos por 2 horas. Las ratas fueron sacrificadas cada 3 horas en las condiciones
ya descritas para el grupo JetLag. Se procedi6 en tres series experimentales de un
sujeto por punto temporal en cada serie.

C. Obtencién de cerebros
Las ratas fueron eutanizadas con una sobredosis de Pentobarbital, a las que se

encontraban en la fase de oscuridad se les cubrieron los ojos para evitar exposicion a la luz.
Posteriormente fueron perfundidas transcardialmente con 250 mL de NaCl 0.9%, seguida de
PBS-paraformaldehido 4%. Se extrajeron los cerebros y se postfijaron en PBS-
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paraformaldehido 4% por 24 horas. Posteriormente se crioprotegieron con solucion de
sacarosa 30%. Se obtuvieron 4 series de cortes coronales de 40 micrometros de espesor,
en un criéstato (Leica). Se cortd exclusivamente el hipotalamo anterior, y se depositaron en
charolas de 12 pozos con una solucion de PB-NaCl 0.9% (PBS).

D. Inmunohistoquimica

Los cortes se depositaron en tinas y se preincubaron con PBS-H202, 3% (pH 7.2), por
10 minutos. Posteriormente se lavaron tres veces con PBS pH7.2, y se incubaron por 48 h a
4°C en una solucion de PBS + gelatina nutritiva 0.25% + Triton X-100 0.5% (supermix)
conteniendo anticuerpos primarios desarrollados en conejo contra c-FOS (Santa Cruz,
1:1000) o PER1 (Milipore, 1:1000). Posteriormente, los cortes fueron lavados tres veces con
PBS, y se incubaron en solucién supermix conteniendo anticuerpo biotinilado anti-conejo
(Vector, 1:200) por 120 minutos, a temperatura ambiente. Después los cortes se lavaron tres
veces con PBS, y se incubaron en solucién supermix conteniendo el complejo avidina-
biotina-peroxidasa de rabano (Vector, 9:1000), por 120 minutos. Después se lavaron
nuevamente en PBS tres veces, y se depositaron en tinas conteniendo buffer Trizma 7.2
0.01M, 35ul de perdxido de hidrogeno 30% y diaminobencidina 0.05% como cromégeno. Al
terminar el revelado, los cortes fueron montados en portaobjetos gelatinizados, y se permitio
que se secaran al aire por 1 dia. Después fueron deshidratados con un gradiente de
concentracion de etanol y xileno, y finalmente cubiertos con cubreobjetos y medio de montaje
(Entellan-Merck).

E. Digitalizacién de imagenes y conteo celular

Se tomaron fotografias digitales del NSQ medial con una camara digital (Evolution LC)
conectada a un microscopio o6ptico (Olympus), a 10X, que correspondieran al nivel
anteroposterior bregma -1.30mm de atlas estereotaxico del cerebro de la rata de Paxinos y
Watson (1998). De cada sujeto, se adquirieron 2 imagenes, correspondientes al NSQ
izquierdo y derecho respectivamente. Las imagenes después se analizaron con el programa
ImagedJ (National Institutes of Health, Bethesda). Primero se estim6 el valor de fondo,
midiendo dos areas adyacentes al NSQ en las que no se apreciara inmunopositividad, los
valores resultantes se promediaron y se usaron para establecer el umbral de conteo. Para c-
FOS, se incluyeron todas las marcas que midieran como maximo 65% del valor de fondo.
Para PER1, se incluyeron todas las marcas que midieran 60% del valor de fondo. Las zonas
ventrolateral y dorsomedial del NSQ se definieron con base en lo establecido en Moore et al
(2002). La cantidad de células medida en cada zona de cada fotografia se sumé a su
contralateral correspondiente. Se cuantificd una seccion por cerebro.

F. Analisis de datos

Los datos obtenidos de los conteos celulares en cada zona del NSQ de cada serie
experimental por separado se ordenaron de acuerdo a horas geograficas y se sometieron a
un ajuste Cosinor, usando el programa MatLab. Con este anadlisis se obtuvieron las
amplitudes y las acrofases de cada serie experimental. Las acrofases y las amplitudes se
sometieron a un Andlisis de Varianza, seguido de una prueba post-hoc de las Minimas
Diferencias Significativas (Least Signifficant Differences; LSD).
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IX. RESULTADOS
A. Expresion de c-FOS en la zona ventrolateral del NSQ

En condiciones basales de luz-oscuridad la expresion de c-FOS muestra ritmicidad,
con niveles maximos en la primera mitad de la fase de luz, y una disminucion en los niveles
de expresion en la fase de oscuridad.; El analisis de cosinor establecié la acrofase a las
12.04 h (ZT 5.04 del horario previo). En el grupo JetLag, la acrofase media se establecio a
las 6.27 h (ZT5.27 del nuevo horario). En el grupo de JetLag+Alimento la acrofase media se
establecio a las 5.63 h (ZT4.63 del nuevo horario). El ANOVA realizado a las acrofases indicé
diferencias significativas entre los grupos (F: 211.678; p=0.000027); la prueba post-hoc
revelé que los grupos experimentales difieren significativamente del grupo control. EI ANOVA
realizado a las amplitudes obtenidas con el analisis de cosinor también indicé diferencias
significativas entre los grupos (F: 6.961; p=0.027317); la prueba post-hoc revel6 que en
ambos grupos experimentales la amplitud del ritmo se increment6 con respecto al grupo
control (Tabla 1, Figuras 6y 7).

B. Expresion de c-FOS en la zona dorsomedial del NSQ

En el grupo control la expresion de ¢c-FOS mostré ritmicidad con niveles maximos en la
segunda mitad de la fase de luz y una disminucién de dicha expresion en la fase de
oscuridad; del analisis de cosinor se establecié la acrofase media del grupo a las 15.08 h
(ZT78.08 del horario previo). En el grupo Jet-Lag, la acrofase media se estableci6 a las 16.14
h (ZT15.14 del nuevo horario). En el grupo de JetLag+Alimento la acrofase media se
encontré a las 15.04 h (ZT15.04 del nuevo horario). EIl ANOVA realizado a las acrofases no
indicé diferencias significativas entre los grupos (F: 1.076; p=0.398516). EI ANOVA realizado
a las amplitudes obtenidas con el analisis de cosinor indico diferencias significativas entre los
grupos (F: 9.757; p=0.013003); la prueba post-hoc reveld6 que en ambos grupos
experimentales la amplitud del ritmo fue significativamente menor ala del grupo control (Tabla
1, Figuras 6 y 8).
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Figura 6. Expresion de c-FOS en el NSQ en los grupos control y experimentales. En el eje de las
abscisas se indica la hora geogréfica, y las barras negras y blancas representan las fases de
oscuridad y luz, respectivamente. En las graficas de los grupos experimentales, los puntos
correspondientes a las primeras 30 horas son valores obtenidos del grupo control, y constituyen una
linea base, con el fin de apreciar los cambios en la expresion debido a las manipulaciones
experimentales. En estas mismas graficas, las flechas indican el momento en el que se realiz6 el
avance del inicio de la oscuridad. El recuadro en la grafica JETLAG+ALIMENTO corresponde al
tiempo de acceso al alimento (2 horas al inicio de la nueva fase de oscuridad).
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TABLA 1

NSQ VENTROLATERAL NSQ DORSOMEDIAL

GRUPO AMPLITUD ACROFASE | AMPLITUD | ACROFASE

CONTROL | 68.73+15.22 12.04+0.39 | 81.77+19.06 | 15.08+0.55

JETLAG 100.87+13.31* | 6.27+0.60* | 43.57+6.59" | 16.14+0.58

JETLAG+AL | 108.47+£12.89* | 5.63+0.13* | 45.27+4.80* | 15.04+1.62

Tabla 1. Amplitud y acrofase de los conteos celulares para c-FOS, obtenidas por medio de
analisis de cosinor. *: p<.05, en la prueba LSD, respecto del grupo control. Las acrofases
estan expresadas en horas geograficas. Los datos representan la media + error estandar
para todas las variables y estimados.
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Figura 7. Acrofase media * error estandar de la expresién de c-FOS en la zona ventrolateral
del NSQ, obtenidas por medio del analisis de cosinor. En el eje de las abscisas se indica la
hora geografica. Las barras blancas y negras representan las fases de luz y oscuridad,
respectivamente, de las condiciones control y avance de fase; *: p<.05, en la prueba LSD,
respecto del grupo control.
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Figura 8. Acrofase media + error estandar de la expresion de c-FOS en la zona dorsomedial
del NSQ, obtenidas por medio del analisis de cosinor. En el eje de las abscisas se indica la
hora geografica. Las barras blancas y negras representan las fases de luz y oscuridad,
respectivamente, de las condiciones control y posterior al avance de fase; *: p<.05, en la
prueba LSD, respecto del grupo control.

C. Expresiéon de PER1 en la zona ventrolateral del NSQ

En el grupo control la expresion de PER1 muestra ritmicidad con niveles maximos al
inicio de la fase de oscuridad. El analisis de cosinor establecié la acrofase a las 21.68 h
(ZT14.68 del horario previo). En el grupo de JetLag, el analisis de cosinor establecié la
acrofase media a las 12.07 h (ZT11.07 del nuevo horario). En el grupo de JetLag+Alimento el
analisis de cosinor establecio la acrofase media a las 12.45 h (ZT11.45 del nuevo horario). El
ANOVA realizado a las acrofases indico diferencias significativas entre los grupos (F: 8.720;
p=0.016770); la prueba post-hoc revelé que ambos grupos experimentales difieren del grupo
control. El ANOVA realizado a las amplitudes obtenidas con el analisis de cosinor no indico
diferencias significativas entre los grupos (F: 2.315; p=0.179764) (Tabla2, Figuras 9y 11).

D. Expresion circadiana de PER1 en la zona dorsomedial del NSQ

La expresion de PER1 en el NSQ dorsomedial mostré ritmicidad, con niveles maximos en la
primera mitad de la fase de oscuridad; del analisis de cosinor se establecid la acrofase media
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alas 21.43 h (ZT14.43). En el grupo de JetLag la acrofase media se establecié a las 14.65 h
(ZT 7.65 del ciclo previo). En el grupo de JetLag+Alimento la acrofase media se encontré a
las 19.58 h (ZT 12.58 del ciclo anterior). EI ANOVA realizado a las acrofases indico
diferencias significativas entre los grupos (F: 13.445; p=0.006070); la prueba post-hoc reveld
que el grupo JetLag difiere de los grupos control y JetLag+Alimento. El ANOVA realizado a
las amplitudes obtenidas con el analisis de cosinor indicé diferencias significativas entre los
grupos (F: 10.406; p=0.011204); la prueba post-hoc reveld6 que en ambos grupos
experimentales la amplitud del ritmo disminuyd con respecto al grupo control (Tabla 2,
Figuras 10y 11).

32



Figura 9. Expresion de PER1 en el NSQ en los grupos control y experimentales. En el eje de las
abscisas se indica la hora geografica, y las barras negras y blancas representan las fases de
oscuridad y luz, respectivamente. En las graficas de los grupos experimentales, los puntos
correspondientes a las primeras 30 horas son valores obtenidos del grupo control, y constituyen una
linea base, con el fin de apreciar los cambios en la expresion debido a las manipulaciones
experimentales. En estas mismas graficas, las flechas indican el momento en el que se realizé el
avance del inicio de la oscuridad. El recuadro en la grafica JETLAG+ALIMENTO corresponde al
tiempo de acceso al alimento (2 horas al inicio de la nueva fase de oscuridad).
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TABLA 2

PER1 VENTROLATERAL

PER1 DORSOMEDIAL

GRUPO Amplitud acrofase amplitud acrofase
CONTROL 59.20+30.34 | 21.68+1.06 67.90+7.58 21.43+£1.23
JETLAG 29.40+7.67 12.07+£2.62* | 22.73+13.95* 14.50+0.95*
JETLAG+AL | 27.53+£11.68 12.45+£3.09* | 15.53+8.75* 19.58+2.12

Tabla2. Amplitud y acrofase de los conteos celulares para PER1, obtenidas por medio de

analisis de cosinor.
estan expresadas en horas geograficas.

*

para todas las variables y estimados.

: p<.05, en la prueba LSD, respecto del grupo control. Las acrofases
Los datos representan la media * error estandar
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Figura 10. Acrofase media * error estandar de la expresion de PER1 en la zona ventrolateral
del NSQ, obtenidas por medio del analisis de cosinor. En el eje de las abscisas se indica la
hora geografica. Las barras blancas y negras representan las fases de luz y oscuridad,
respectivamente, de las condiciones control y avance de fase; *: p<.05, en la prueba LSD,
respecto del grupo control.
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Figura 11. Acrofase media + error estandar de la expresion de PER1 en la zona dorsomedial
del NSQ, obtenidas por medio del analisis de cosinor. En el eje de las abscisas se indica la
hora geografica. Las barras blancas y negras representan las fases de luz y oscuridad,
respectivamente, de las condiciones control y avance de fase; *: p<.05, en la prueba LSD,
respecto del grupo control.
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X. DISCUSION

Es posible que la falta de resincronizacion de la expresion de c-FOS en la zona
dorsomedial en ambos grupos experimentales reflejen los datos obtenidos en estudios
previos (Vanstenseel, et al, 2003; van Oosterhout, et al, 2008) en los que se encuentra que
después de un avance de fase la actividad eléctrica del NSQ, registrada in vivo, no adquiere
relacion de fase con el nuevo horario de iluminacion, y en cambio muestra un avance muy
pequefio. Se ha encontrado que ante avances de fase en el ciclo de luz-oscuridad, la
actividad eléctrica multiunitaria del NSQ se torna muy variable en cuanto a sus picos de
actividad, lo que resulta en una desincronizacion a lo interno del NSQ (Rohling, et al, 2011).

Los datos obtenidos en la zona ventrolateral podrian explicarse por los hallazgos que
reportan que la presencia de luz en la fase de oscuridad inducen la expresion de c-FOS
(Colwell y Foster, 1992; Teclemariam-Mesbah, et al, 1995; Best, et al, 1999); el paradigma de
avance de fase en el ciclo de luz-oscuridad utilizado en este estudio asemeja la presencia de
luz en la segunda parte de la fase de oscuridad previa al cambio de horario. Esta presencia
de luz induce la expresién de c-FOS, en la zona ventrolateral, en las células VIP y GRP
(Schwartz, et al, 2000; Romijn, et al, 1996; Field, et al, 2000,). Esta zona, a diferencia de la
zona dorsomedial, no posee una ritmicidad enddgena en la expresion de c-FOS (Sumova, et
al, 1998), sino que dicha expresion puede ser inducida por la luz durante tres cuartas partes
del ciclo circadiano (Schwartz, et al, 1994).

En el caso de la zona dorsomedial, la presencia de la nueva oscuridad tiene un efecto
de disminucion de la expresion de c-FOS esperada en ZT12 del horario anterior, lo cual se
confirma con la disminucion de la amplitud. Esto asemeja a lo reportado por Mendoza, et al
(2009), quienes han encontrado que la administracion de pulsos de oscuridad reduce los
niveles de expresion de c-FOS 1 hora después, aunque en dicho trabajo no se distingue si el
efecto observado toma lugar en una subdivisidn particular del NSQ.

Por otro lado, la restriccion temporal de acceso al alimento no tuvo efectos sobre la
resincronizacion de la expresion de c-FOS en el NSQ. Ha sido observado antes que dicho
paradigma, bajo un ciclo estable de luz-oscuridad, modifica solo la amplitud de la acrofase de
expresion tres semanas después de iniciado el tratamiento, no asi por una privacion aguda
de alimento, ni por una privacién seguida de una realimentacion (Angeles Castellanos, et al,
2004).

En cuanto a la expresion de PER1, la disminucion observada en la amplitud de la
expresion coincide con lo que ha sido reportado en estudios previos, para ARNm Perl
(Nakamura, et al, 2005); este estudio encuentra una resincronizacion instantanea,
coincidiendo con el estudio previamente realizado por Yamazaki et al (2000); sin embargo,
otro estudio presenta desfasamiento de la zona dorsomedial respecto del nuevo horario de
iluminacién, pero no reporta una pérdida de amplitud (Nagano, et al, 2003). En el caso del
presente trabajo, se observan coincidencias con los dos primeros estudios, en el caso de la
zona ventrolateral, al observarse un avance de fase mayor al avance de fase en el ciclo de
luz oscuridad (efecto “overshoot”; Nakamura, et al, 2005); y en el caso de la zona
dorsomedial, al encontrarse que la acrofase de expresiéon de PER1 muestra un avance en el
primer ciclo, sin embargo es posible que esto se deba a la amortiguacion del pico de
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expresion. El hecho de que la expresion en el grupo JetLag disminuye con el inicio de la
nueva fase de oscuridad podria tener relacién con lo observado por Mendoza, et al (2004),
quienes encontraron que la administraciéon de pulsos de oscuridad en hamsters reduce la
expresion de ARNm para Perl en el NSQ.

Contrario a lo esperado, la expresion de PER1 en la zona dorsomedial no muestra un
avance de fase, el cual al parecer toma lugar en condiciones de cambio de horario y
alimentacion ad libitum. Se ha establecido que los paradigmas de restriccion temporal de
acceso al alimento no tiene efectos sobre la expresion de genes reloj en el NSQ (Damiola, et
al, 2000; Hara, et al, 2001; Stokkan, et al, 2001), excepto cuando se trata de dietas
hipocaldricas (Caldelas, et al, 2005, Mendoza, et al, 2005b, Mendoza, et al, 2007). Lo
obtenido en el presente experimento parece sumarse a estos estudios, en el sentido en el
que un paradigma de restriccion temporal de acceso al alimento afecta la expresion de genes
reloj en el NSQ cuando se combina con un cambio subito en el horario de iluminacion; para
confirmar este hecho seria necesario medir la expresion de PER1 en los dias siguientes al
cambio en animales sujetos a dicho paradigma.

Se ha descrito previamente que la exposicion a pulsos de luz durante la fase de
oscuridad induce la expresion de ARNm para Perl, especificamente en la zona ventrolateral
(Zylka, et al, 1998; Yan, et al, 1999; Dardente et al, 2002b); en el caso de este estudio, el
inicio de la luz bajo el nuevo horario coincide con la mitad de la fase de oscuridad del previo,
lo que hace pensar que la elevacion de la expresion observada en la zona ventrolateral es
resultado de esta exposicidén a la luz, en una fase circadiana en la que dicha expresion es
evocable (bajo el horario previo). Este hallazgo parece coincidir con un estudio previo, en el
que la administracién de pulsos de luz en la fase de oscuridad induce incrementos en la
expresion 4, 6, y 8 horas después del tratamiento (Yan y Silver, 2004).

Los avances de fase en los ritmos de expresiéon de c-FOS y de PER1 se podrian
explicar por eventos sinapticos e intracelulares en el NSQ. VIP y GRP provocan provocan
cambios de fase en el ritmo de actividad eléctrica en el NSQ in vitro y en el ritmo de actividad
locomotora in vivo (McArthur, et al, 2000; Reed, et al, 2001; Kallingal y Mintz, 2006), Estos
grupos celulares expresan c-FOS ante estimulos que provocan cambios de fase (Romijn, et
al, 1996). Estudios recientes muestran que los avances de fase se relacionan con una serie
de factores intracelulares. CREM-ICER se expresan en el NSQ VL en los avances de fase
(Schwartz, et al, 2005); en los avances de fase también esta involucrada la via RAFK-MAPK-
ERK. La inhibicién de RAFK promueve la fosforilacion de ERK, y la expresion de c-FOS y
PER1 (Antoun, et al, 2012, Guillaumond, et al, 2007), dicha fosforilacion lleva a la activacion
de RSK's que son cinasas efectoras de esta via, y funcionan como factores de transcripcion y
reguladores de la estructura de la cromatina (Butcher, et al, 2005). Por otro lado, la inhibicion
de PDE cGMP incrementa la magnitud de los avances de fase y disminuye la cantidad de
ciclos transitorios ante avances del ciclo luz-oscuridad, e incrementa la expresion de c-FOS
en el NSQ (Plano, et la, 2012). CREB es otro factor involucrado, ya que si se bloquea su
unién a CRE's, se impiden los avances de fase, y los incrementos en la expresién de ARNm
para per1 (Gamble, et al, 2007). En el presente trabajo, los incrementos en la expresion de c-
FOS posteriores al cambio de horario se observan en la zona ventrolateral, que es la zona
donde se encuentran las células VIP y GRP, por lo que es posible que los avances de fase
observados sean resultado de las interacciones arriba mencionadas. La presencia de
oscuridad en la fase original de luz es un punto dificil de abordar, puesto que escasos

estudios han abordado los efectos de la oscuridad sobre el NSQ. Uno de ellos refiere que la
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administracion de pulsos de oscuridad en el dia subjetivo provocan cambios de fase en una
relacion inversa a los de luz y disminuyen la expresion de ERK fosforilada en el NSQ
(Coogan y Piggins, 2005); en el presente trabajo se esperaria que la oscuridad resultara en
un adelanto de fase, lo cual sucede, excepto en el caso la expresion de PER1 del grupo
JL+ALIMENTO. Habiendo mencionado que la restriccion temporal de acceso al alimento no
tiene efectos sobre la expresiéon de PER1 en el NSQ, lo cual podria estar relacionado con el
factor dexras1, dado que cuando se elimina este gen, la restriccion de acceso al alimento
provoca incrementos en la expresion de PER1 en el NSQ, e incrementos en la fosforilacion
de ERK (Bourchard-Cannon y Cheng, 2012). La ausencia de trabajos que aborden los
mecanismos moleculares en el NSQ en relacion con el NSQ hace dificil una interpretacion de
lo observado en el presente trabajo.

Una posibilidad es que el efecto de aceleracion de la resincronizacion de los ritmos de
actividad locomotora y de temperatura por la restriccion temporal de acceso al alimento se
deba a la modificacion de la ritmicidad en otras estructuras cerebrales mas alla del NSQ. Se
ha observado que la restriccion temporal de acceso al alimento modifica los ritmos de
expresion de c-FOS en el hipotalamo, en los nucleos PVN y DMH, y las areas LH,
perifornical (PeF) y tuberomamilar (TM); asi como la aparicion de un ritmo de expresion de la
proteina PER1 en el DMH, el NArc, y en el PeF (Angeles Castellanos, et al, 2004; Angeles
Castellanos et al, 2008). Fuera del hipotalamo, el nucleo del tracto solitario y el nucleo
parabraquial, los cuales constituyen la entrada de sefales viscerales al sistema nervioso
central, también presentan un ritmo de expresién de c-FOS bajo una restriccion temporal de
acceso al alimento (Angeles Castellanos, et al, 2005). La restriccién temporal de acceso al
alimento también provoca la aparicidon de ritmo de expresion de c-FOS en estructuras
pertenecientes al sistema limbico, como la amigdala central, el septum lateral, el NLST y el
PVT, e incrementa y cambia la fase del ritmo en el nucleo Accumbens, en sus regiones core
y shell, la amigdala basolateral, el hipocampo y la corteza prefrontal. También cambia la fase
del ritmo de expresion de proteina PER1 en el Accumbens core y shell, en el hipocampo y en
la corteza prefrontal, el PVT, y el séptum lateral, e impone la aparicion de un ritmo en la
amigdala basolateral (Angeles Castellanos, et al, 2007), todas estas estructuras forman parte
del sistema motivacional. Es importante notar que la restriccion temporal de acceso al
alimento provoca una reduccidn en la expresion de c-FOS en el NSQ dorsal y ventral en la
hora en la que el alimento es esperado, y que cuando el horario de alimentacién varia, los
eventos de alimentacién generan un incremento en la actividad locomotora mas o menos 24
horas después. La restriccion fija y la restriccion variable provocan incrementos en la
expresion de c-FOS en el ARC y en el DMH (Escobar, et al, 2007). Por lo anterior, se podria
pensar que el efecto observado en nuestro experimento previo, en el cual el ritmo de
actividad locomotora se resincroniza mas rapidamente al cambio de horario, se deba a la
influencia de la restriccion temporal de acceso al alimento sobre nucleos cerebrales del
hipotadlamo, relacionados con el balance energético, la integracion de sefiales autonémicas, y
la regulaciéon de estados de vigilancia; y del sistema limbico, relacionados con la motivacion y
las conductas dirigidas por recompensas. El determinar si la aceleracion de la
resincronizacion por el alimento se da por efectos en otras estructuras, requeriria extender el
analisis a las estructuras cerebrales mencionadas. Si el efecto sobre el NSQ es gradual y se
da posterior a dos ciclos se requiere realizar los muestreos en los dias siguientes al avance
de fase.
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XI.

XII.

CONCLUSIONES

1.

Los resultados indican que la resincronizacién de la expresion de c-FOS en el
NSQ de la rata después de un avance de fase de 6 horas se logra en el
transcurso del primer ciclo bajo el nuevo régimen de iluminacidén unicamente en
la zona ventrolateral, no asi en la zona dorsomedial.

Se observo que en el 1er ciclo se presenta una desincronizacion entre las
zonas dorsomedial y ventrolateral del NSQ, la cual consiste en un ajuste
temporal de la zona ventrolateral al nuevo horario, y una ausencia de cambios
de fase en la zona dorsomedial.

El ritmo de expresion de PER1 en la zona dorsomedial muestra un avance de
fase en el primer ciclo, resultado tal vez de la amortiguacion del pico nocturno.
La restriccién temporal de acceso al alimento, concomitante con el avance de
fase, no tiene efecto sobre la expresion de c-FOS en el NSQ, pero impide que
la expresion de PER1 se sincronice al nuevo horario.

PERSPECTIVA

Los resultados de este estudio abren la posibilidad de que la restriccion temporal de acceso
al alimento, como estrategia para la aceleracién de la resincronizacion de los ritmos de
actividad locomotora y de temperatura pudiera estar influyendo a través de otras estructuras
cerebrales cuya ritmicidad se ha observado se sincroniza por el alimento, como la corteza, el
NPV, el HDM, o el NArc (Wakamatsu, et al, 2001; Angeles Castellanos, et al, 2007; Angeles
Castellanos, et al, 2008). Para confirmarlo se requeriria de analizar otras estructuras
cerebrales, en el transcurso de los dias siguientes a un avance de fase en el ciclo de luz
oscuridad.
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