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“All truths are easy to understand once they are discovered; the point is to discover them” Galileo Galilei.

1. Resumen

La alimentacién en si misma, es una sefial externa ambiental 6 zeitgeber dominante para
organos periféricos y puede sincronizar ritmos biolégicos en estos. La restriccion temporal del
alimento en la fase de luz, es una estrategia experimental que en algunos roedores,
promueve la emergencia de un reloj u oscilador biolégico distribuido (i.e. constituido por
diversos 6rganos y tejidos) denominado oscilador sincronizado por alimento (OSA). Las
sefiales endocrinas cuya secrecion esta regulada por la transicion de ciclos de ayuno y
alimentacién convergen en este oscilador. El presente estudio estuvo dirigido a caracterizar e
investigar el sistema hormonal conformado por ghrelina, la hormona del crecimiento (GH) y el
factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1) ya que su secrecion depende de entre
otros, factores ritmicos y nutricionales y los blancos de este sistema hormonal influencian la
alimentacion y el estado bioquimico de un organismo. Usando un disefio experimental que
comprendié ocho tomas de muestras en un dia, utilizamos ratas que fueron alimentadas Ad
libitum (AL) comparando ratas en un protocolo de alimentacion inversa (durante la fase de
luz) y de acceso restringido temporalmente a 2 horas, por 3 semanas (RT), asimismo

investigamos lo efectos de un ayuno y realimentacion de forma aguda por un dia con el fin de



disociar los efectos propios de la emergencia del OSA en contraste a un solo ciclo de ayuno

y realimentacion.

Llevamos a cabo mediciones de la ingesta y peso corporal diario, expresion de la proteina
reloj BMAL1, somatometria de oOrganos periféricos y determinamos la concentracion de
ghrelina total, acilada y no acilada, GH e IGF-1, tanto en suero como en su sitio principal de

sintesis (estdbmago, hipdfisis e higado, respectivamente).

Durante la RT, la expresion de la proteina reloj BMAL1 estuvo sincronizada a la alimentacion
restringida en la hipdfisis y en el higado; las ratas exhibieron una hiperfagia aguda, distension
estomacal con un lento vaciamiento gastrico, un cambio de fase en la masa del higado hacia

el periodo de oscuridad y una disminucion de la masa del tejido adiposo blanco perigonadal.

La secrecidén de ghrelina total durante el periodo de 24 h incrementd en el grupo RT como
resultado de la elevacion de la forma no acilada. En contraste, la concentracion en suero de
GH e IGF-1 disminuyd, con una modificacion del patrén diario posterior a la ingesta
restringida sélo de GH. En el grupo RT, el contenido proteico de ghrelina en el estbmago y de
GH en la glandula pituitaria disminuyd, en tanto el contenido hepatico de IGF-1 permanecié
sin cambios. Los patrones diarios y la sintesis de estas hormonas presentaron una
adaptacion reostatica; esta respuesta adaptativa suscitada que implica a los componentes
endocrinos aqui estudiados, sugiere que podria estar asociada a la regulacién metabdlica,
conductual y a procesos fisioldgicos que ocurren en la sincronizacion por alimento durante el
paradigma experimental de la restriccion temporal de alimento en la fase de luz y la actividad
asociada del OSA, con una declinacion de las funciones anabdlicas hacia el manejo eficaz de

nutrientes.



“It is the weight, not numbers of experiments that is to be regarded” Isaac Newton.

2. Abstract

Feeding time is the dominant zeitgeber for peripheral oscillators. Daytime restricted feeding
promotes the re-alignment of the food entrained oscillator (FEO). Endocrine cues which
secretion is regulated by the transition of fasting and feeding cycles converge in the FEO. The
present study aimed to investigate the ghrelin, growth hormone (GH) and insulin-like growth
factor (IGF)-1 system because their release depends on rhythmic and nutritional factors, and
the output from this system influences feeding and biochemical status. In a daily sampling
approach, rats that were fed Ad libitum (AL) were compared with rats on a reversed (daytime)
and restricted feeding schedule by 3 weeks (dRF; food access for 2 h), also assessing the

effect of acute fasting and refeeding.

We undertook measurements of clock protein BMAL1 and performed somatometry of
peripheral organs and determined the concentration of total, acylated and unacylated ghrelin,
GH and IGF-1 in both serum and in its main synthesising organs. During dRF, BMAL1
expression was synchronised to mealtime in hypophysis and liver; rats exhibited acute
hyperphagia, stomach distension with a slow emptying, a phase shift in liver mass towards
the dark period and decrease in mass perigonadal white adipose tissue. Total ghrelin
secretion during the 24-h period increased in the dRF group as a result of elevation of the

unacylated form. By contrast, GH and IGF-1 serum concentration fell, with a modification of



GH daily pattern after mealtime. In the dRF group, ghrelin content in the stomach and pituitary

GH content decreased, whereas hepatic IGF-1 remained equal.

The daily patterns and synthesis of these hormones had a rheostatic adaptation. The
endocrine adaptive response elicited suggests that it may be associated with the regulation of
metabolic, behavioural and physiological processes during the paradigm of daytime restricted
feeding and associated FEO activity; a decline of anabolic functions towards the efficacious

handling of nutrients.



“No estudio por saber mas, sino por ignorar menos”. Sor Juana Inés de la Cruz.

3. Introduccién

Las manipulaciones experimentales que implican diferentes regimenes de alimentacion y
cambios en la exposicion de los individuos a sincronizadores ambientales, en particular los
no féticos como el alimento, tienen importantes repercusiones en los organismos que se han

estudiado, desde hace varias décadas.

El alimento es un zeitgeber que es sensado por diferentes Organos y sistemas
secuencialmente y produce una amplia variedad de efectos dependiendo de su composicion
y su administracion. En animales nocturnos cémo la rata, cuya fase de actividad y forrajeo se
dan en la fase de oscuridad, representan un modelo en el cual, se puede modificar en dos
aspectos la alimentacion: temporal e inversion hacia la fase de descanso, esto es durante la

fase de luz.

Los antecedentes al presente trabajo, utilizando como organismo modelo a la rata, han
analizado aspectos de lesiones en diversas areas del sistema nervioso, actividad locomotriz,
mediciones endocrinas, de metabolitos, de proteinas reloj y cambios funcionales en el higado

y otros tejidos periféricos durante la sincronizaciéon por alimento.

En el presente proyecto estudiamos, la participacion de tres hormonas interconectadas:
-ghrelina, GH e IGF-1- en la emergencia del oscilador sincronizado por alimento posterior a
21 dias de alimentacion restringida, con el objetivo inicial de caracterizar su sintesis y

concentraciones en suero a lo largo del dia y aspectos de la sincronizacion al alimento al



medir la proteina reloj BMAL1 y somatometria de diversos tejidos periféricos. Lo anterior para
elucidar las variaciones diarias de estas hormonas a diferentes niveles, en funcion de la
alimentacion y asociarlos a cambios fisioldgicos y metabdlicos en el OSA como reguladores
endocrinos las hormonas componentes de este sistema. La relevancia del estudio radica en
gué es el primero en donde se estudia de forma sistematizada estas hormonas, ya que
presentan retroalimentacion funcional entre ellas y regulan entre otras el crecimiento, apetito
y el metabolismo de macronutrientes y en el contexto del OSA no se conocen en conjunto, su

sintesis, secrecion y su papel en este oscilador.

En la discusion de los resultados se resaltan los aspectos mas relevantes y que sirvieron

como base para establecer las conclusiones y los alcances de la presente tesis.

A partir de este trabajo se publicaron tres articulos, uno original y dos revisiones, ademas de
una extension del proyecto que se encuentran en curso experimental. Los articulos se

muestran contenidos dentro del escrito de Tesis.



“A los cientificos en particular y a todo hombre de ciencia recomiendo que conserven siempre el entusiasmo por
la verdad que han tenido desde la primera hora, pero que al mismo tiempo le den por compafiera inseparable a
la critica mas severa... Nunca afirmen nada que no pueda ser demostrado fehacientemente y de manera
sencilla y decisiva. Tengan el culto espiritu critico, que reducido a si mismo no despierta ideas ni estimula
grandes propésitos, pero sin el cual todo es caduco. Este espiritu es un don a cultivar. El tiene siempre la Gltima
palabra”. Louis Pasteur.

4. Antecedentes

4.1 Los Ritmos Bioldgicos

La presencia de ritmos biolégicos es una caracteristica fundamental en los seres vivos y un
mecanismo adaptativo ante las diversas fluctuaciones ciclicas que se presentan en su medio
ambiente externo. Todos los organismos que se han estudiado contienen osciladores
biol6gicos que gobiernan sus procesos bioldgicos, desde el nivel subcelular como actividades
metabdlicas, celulares 6 reproductivas, hasta diversas conductas y procesos de aprendizaje

(Golombek, 2002; Koukkari y Sothern, 2006).

En los sistemas vivos, la recurrencia de cualquier evento dentro de un sistema biolégico a
intervalos mas o menos regulares puede ser considerada como un ritmo biolégico. Dentro de
los criterios para clasificar a los ritmos se incluyen: su frecuencia, el sistema biologico que lo
presenta, la clase de procesos enddgenos que lo genera, la funcion que éste cumple y su

adaptacion a los ciclos geofisicos (Aschoff, 1981).

Los ritmos bioldgicos se ajustan a los ciclos ambientales, siendo el mas conspicuo y mejor
estudiado el ciclo de luz y oscuridad generado por la sucesion entre el dia y la noche. Un
sincronizador ambiental, llamado también zeitgeber (del Aleméan, dador de tiempo), ajusta los

ritmos diarios. Sin embargo, aun en la ausencia del sincronizador ambiental, los ritmos



biologicos se mantienen, dada su propiedad endogena, por ser sustentados por un
mecanismo interno de temporalizacion en los seres vivos, conocido como reloj biolégico

(Golombek, 2002; Koukkari y Sothern, 2006; Pittendrigh, 1993).

El término reloj biolégico, se refiere a las estructuras anatomicas y los mecanismos utilizados
por los organismos para estimar el tiempo (Fig. 1), ajustar dicha estimacion al tiempo
geofisico, y generar la organizacion temporal interna que los caracteriza, como una
propiedad fundamental en la adaptacion hacia los cambios ciclicos ambientales (Pittendrigh,

1993).

I W . Sincronizadores

Ambientales

\
( v TransductD
v

Mediador a

Frecuencia
Ritmica
Reloj

’}/ Mediador b

Osciladores
7 Secundarios
7\  Mediador ¢

* Blanco

Ritmo

Figura 1: Los ritmos bioldgicos. Diagrama simplificado del mecanismo de cronometria

circadiano (Modificado de Haus, 2007).

4.1.1 Clasificacién de los ritmos biolégicos e importancia fisioldgica

Los ritmos biolégicos se clasifican de acuerdo a la frecuencia de su oscilacién y pueden ser

circadianos, ultradianos e infradianos. La denominacion circadiano (del Latin circa, cerca,



alrededor y dies, dia) se usa para referirse a los ritmos con periodos de entre 20y 28 h, en
general cercanos a las 24 h; los ritmos ultradianos tienen periodos mas cortos que los
circadianos y los ritmos infradianos, presentan periodos mayores en referencia a los

circadianos (Refinetti, 2006).

Los ritmos biolégicos se consideran como procesos homeostéaticos del tipo predictivo o
anticipatorio, en los cuales los mecanismos enddgenos le permiten anticipar los cambios que
ocurriran un tiempo mas tarde, es decir, de una manera pro-activa (Golombek, 2002; Dibner

et al, 2010).

La interpretacion fisiolégica de los ritmos bioldgicos esta asociada al concepto de reostasis.
Esta nocién se refiere a los procesos fisioldgicos encargados de adaptar las funciones
organicas a los cambios en las necesidades del organismo, o0 a las condiciones del ambiente
en las que el organismo se encuentra; en general se refiere a la fisiologia del cambio. Esto
es, el punto de regulacion de diversos procesos fisiologicos no puede ser Unico ni absoluto,
porque obligaria hacia demandas energéticas que limitarian la capacidad adaptativa de un
organismo. Por el contrario, el concepto de reostasis sugiere que el ajuste del punto de
referencia de regulacién de una variable fisiolégica, cambia en funcion de las necesidades
del organismo, puestas por las condiciones particulares del individuo respecto a su desarrollo
0 por el escenario ambiental que lo rodea (Mrosovsky, 1990; Gruart et al., 2002; Aguilar-

Roblero, 2007).

Entre las propiedades de los ritmos circadianos es pertinente destacar que: estan
determinados genéticamente, compensan los cambios de la temperatura, no presentan una

retroalimentacion conductual y la mayoria se sincroniza por factores definidos del entorno. En



general, los ritmos biolégicos son un programa de adaptacion al medio ciclico y conllevan a
una organizacion temporal de las actividades bioquimicas, fisioloégicas y conductuales

(Menaker 1969; Gruart et al., 2002).

Los ritmos circadianos se presentan en una gran variedad de grupos de organismos y se
manifiestan en una vasta diversidad de funciones, por ejemplo, en procariontes unicelulares
como las cianobacterias, se presentan en la fijacion de nitrégeno, la fotosintesis y la mitosis;
en tanto que, en organismos eucariontes pluricelulares como la mosca de la fruta, los ritmos
circadianos se reconocen en la locomocion, el suefio y la sensibilidad olfativa (Herzog, 2007).
Diversas funciones en los seres humanos, muestran un orden temporal interno (Fig. 2), de tal
manera que, las variables catabdlicas suelen tener sus maximos durante el dia, mientras que
las anabdlicas suelen tener sus picos de activacién durante la noche siendo ejemplos de

ritmos circadianos en esta especie (Golombek, 2002; Buijs y Kalsbeek, 2001).

Temperatura corporal Melatonina plasmatica Cortisol plasmatico

' | W— sucio  E—
0 12 24h 0 12 24h 0 12 24h
Locomotricidad Alerta Memoria de trabajo
| E— s.cio  EE—
0 12 24h 0 12 24h 0 12 24h

Figura 2: Ejemplos de ritmos circadianos en los seres humanos sincronizados al ciclo luz

oscuridad. (Modificado de Challet y Mendoza, 2009).



4.1.2 Componentes de los sistemas circadianos

En los sistemas circadianos se reconocen tres componentes principales cuya interaccion
permite la generacion de las fluctuaciones diarias y su ajuste al ciclo de rotacion terrestre: a)
el oscilador o marcapaso circadiano y los osciladores secundarios, b) las vias de entrada
(aferentes) que sincronizan a los osciladores y c) las vias de salida (eferentes) que
transmiten la informacion temporal a los osciladores periféricos, que regulan ritmos
bioguimicos, fisiolégicos y conductuales (Guido y de la Iglesia, 2002; Lowrey y Takahashi,

2004).

El nucleo supraquiasmatico (NSQ) es el principal oscilador circadiano en los mamiferos
(Stephan y Zucker, 1972; Moore, 1992). Es una estructura bilateral localizada en el
hipotadlamo ventral anterior, dorsal al quiasma O6ptico, rostral a las comisuras supradpticas y
ventrolateral al receso quiasmatico del tercer ventriculo (Aguilar-Roblero et al., 2002). EI NSQ
humano a diferencia de otros mamiferos, presenta un numero mayor de neuronas
inmunoreactivas al péptido neurotensina, distribuidas en todo el nucleo y exhibe un gran
namero de neuronas con neuropéptido Y (NPY). También se observan dos regiones distintas
descritas como un centro, conteniendo neuronas que expresan péptido intestinal vasoactivo
(VIP) y NPY, y una zona periférica con abundantes neuronas que contienen arginina
vasopresina (AVP) (Aguilar-Roblero et al., 2002). Sin embargo, en la regulacion y expresion
de los ritmos circadianos participan osciladores periféricos presentes en diversos tejidos, que
se ha propuesto que potencian el mensaje del oscilador central 6 marcapasos y lo

retroalimentan (Buijs, 2001).



La informacion fotica es recibida en la retina por las células ganglionares que contienen el
pigmento fotosensible melanopsina, y es proyectada al NSQ via el tracto retino-hipotalamico
(Lowrey y Takahashi, 2004). Sin embargo el NSQ, ademas de las entradas foticas, es
responsivo a entradas no féticas via el nucleo dorsal y medio del Rafé, asi como de la
hojuela intergeniculada (Dibner et al., 2010). Las neuronas del NSQ proyectan a otras
estructuras hipotaldmicas como el ndcleo dorsomedial 6 paraventricular, aunque también
ejercen su influencia via sefiales humorales, regulando asi el patron hormonal de secrecion
ritmica de cortisol, hormona luteinizante, melatonina, asi como la temporalidad del ciclo
suefo/vigilia en los seres humanos (Fig. 2). Relacionado a este ultimo, el suefio de ondas
lentas promueve importantes efectos regulatorios positivos sobre la secrecion de la GH (Buijs

y Kalsbeek, 2001; Morris et al., 2011).

4.1.3 Bases moleculares de los ritmos circadianos

Los genes reloj son definidos como genes cuyos productos proteinicos son componentes
necesarios para la generacion y regulacion de ritmos circadianos, esto es, proteinas que
programan el mecanismo circadiano oscilatorio molecular en las células. Los ritmos de los
genes reloj se originan de ciclos complejos de asas de retroalimentacion autoregulatoria
positivas y negativas de transcripcion y traduccion, que se regulan a nivel de interacciones
proteina-proteina, fosforilacion, acetilacion, metilacion, estado rédox, translocacion nuclear y
degradacion de proteinas (Herzog, 2007; Lowrey y Takahashi, 2004; Bellet y Sassone-Corsi,

2010).



En mamiferos, esta asa de retroalimentacion puede describirse desde los genes reloj Clock
(circadian locomotor output cycles kaput) y Bmall (brain and muscle ARNT-like protein-1). El
MRNA y la proteina de Clock se encuentran expresados constitutivamente en el NSQ, en
tanto que el transcrito de Bmall tiene un pico en la mitad de la noche circadiana. CLOCK y
BMAL1 (Fig. 3) heterodimerizan formando un complejo que activa la transcripcion de genes
blanco que contienen regiones promotoras en cis conocidas como caja E, como los genes
Period (Perl-3) y Cryptochrome (Cryl-2). Las proteinas PER y CRY forman complejos
hetero-multiméricos que anulan la actividad transcripcional del complejo CLOCK:BMALL1. El
complejo proteico CLOCK:BMALL1 regula también la expresion de productos llamados genes
controlados por genes reloj que son importantes en mediar la expresion circadiana particular

de cada tejido y 6rgano (Lowrey y Takahashi, 2004).
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Figura 3: Mecanismo molecular del reloj circadiano en los mamiferos. Algunas de las siglas de los genes estan
descritas en el texto. RORs: receptor huérfano relacionado al receptor de acido retinoico. REV-ERBs: receptor
nuclear o y B. RRE: Elemento de respuesta a REV. CK1g/6: caseina cinasa 1 €/8. SCF: proteina Skp-1-culina-
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proteosomal. AMPK: cinasa de AMP. FBXL3: proteina 3 con caja F y repeticiones ricas en leucina. (Modificado

de Mohakw, et al., 2012).

Los humanos y los vertebrados en general, tienen un conjunto similar de genes reloj que se
expresan en la mayoria de las células. Se ha reportado que las células de sangre periférica
mononucleares son un marcador de la expresion de estos genes y se han demostrado
alteraciones en la expresion de genes reloj (BMAL1 y PER1-3) en pacientes con diabetes
tipo 2 contra controles sanos (Cermakian y Boivin, 2009), reflejando un efecto del estado

metabdlico sobre algunos genes relo;.



Adicionalmente, dentro de las publicaciones logradas en este proyecto de doctorado, la
siguiente revision (Arellanes-Licea et al.,, 2014a), en la cual mi participacion fue revisar
literatura actual del impacto metabdlico y patolégico de las mutaciones en el asa de
retroalimentacion positiva de los genes reloj y el papel de genes reloj, nutricion, entre otros,

en el envejecimiento:
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4.1.4 El oscilador sincronizado por alimento

La ingestion del alimento es esencial para la supervivencia de los animales. El alimento
ejerce una fuerte influencia metabdlica y fisiologica hacia los tejidos, érganos y sistemas, de
tal manera que el acto de la alimentacion da multiples sefiales que permiten la coordinacion
entre diversos érganos digestivos y la integracion de éstas en diferentes areas en el sistema
nervioso central (SNC) (Refinetti, 2006). Cuando se restringe el acceso al alimento, se
favorece la expresion de un reloj bioldgico que se sincroniza en funcion de la disponibilidad

de nutrientes denominado Oscilador Sincronizado por Alimento (OSA) (Stephan, 2002).

En contraste con el oscilador sincronizado por luz, aun no se conoce el sustrato anatémico

del OSA, el cual, para su expresion requiere de horarios restringidos temporalmente (RT) de



alimentacion. El OSA, podria consistir de un sistema distribuido, que resida en una red de
estructuras acopladas constituido por estructuras del SNC (que actian como sensores del
estado energético del organismo) como diferentes nucleos hipotalamicos, ademas de
organos periféricos (que controlan la asimilacion, distribucion y almacenamiento de
nutrientes) como el higado 6 el estbmago, por asas de retroalimentacion a través de sefiales
nerviosas 6 humorales (Davidson, 2006; Escobar et al., 2008; Aguilar-Roblero y Diaz-Mufioz,

2010).

En el caso de los mamiferos, los ritmos circadianos conductuales y fisiolégicos son
sincronizados por el NSQ. El OSA es un oscilador circadiano semi-independiente del NSQ ya
que se ha demostrado una red neuronal de interaccion entre el NSQ y el hipotdlamo
dorsomedial en dénde este ultimo inhibe la actividad del NSQ, lo que permite la actividad
locomotriz (Acosta-Galvan, et al, 2011) cuya caracteristica principal es que éste se manifiesta
ante la RT. Se sabe que animales con lesién del NSQ mantuvieron la actividad anticipatoria
al alimento (AAA), por lo que se postulo la existencia de otro oscilador circadiano, y que es
susceptible de ser sincronizado por alimentacion restringida temporalmente (Clarke vy
Coleman, 1986; Stephan, 2002). La caracterizacion de este oscilador, incluye pruebas
conductuales (actividad locomotriz de anticipacion al alimento) y el estudio de la participacion
de diferentes nucleos hipotalamicos y tejidos periféricos implicados en el metabolismo de

nutrientes (Mistlberger 1994 y 2011).

Los roedores en condiciones de laboratorio, tienen un libre acceso al alimento a lo largo del
dia, y por lo tanto no buscan activamente por su alimento, a diferencia de los animales que
se encuentran en su hébitat natural, donde el alimento no siempre esta disponible, espacial o

temporalmente, por lo que éstos tienen que poseer estrategias que les permitan tener mayor



eficiencia en la adquisicion de su ingesta calérica (Schibler et al, 2003); a pesar de este
hecho, los roedores en condiciones de experimentacion en bioterios de laboratorio,

conservan el patron nocturno de ingesta del alimento.

Cuando el alimento funciona como una sefial de tiempo 0 zeitegeber, los organismos logran
responder ante dicho estimulo con la manifestacion de un cambio conductual, bioquimico y
fisiolégico reconocido la AAA, la cual se ha descrito en mamiferos (Mistlberger, 1994). La
AAA es una salida del OSA, un fenbmeno que implica cambios conductuales (aumento de
actividad locomotora, busqueda de alimento y mayor ingesta de agua) y fisiologicos
(aumento de temperatura y corticosterona circulante y modificaciones en el estado energético
en el higado, entre otras) y que se presenta como un fenémeno que aparece horas previas
(2-3 h) al acceso al alimento (Lima et al, 1981; Diaz-Mufioz et al, 2000; Stephan, 2002; Luna-

Moreno et al., 2009) en alerta y preparacion para que el organismo aproveche los nutrientes.

La AAA esta asociada a la emergencia de un oscilador circadiano genuino: 1) No se presenta
si la disponibilidad de alimento esta fuera de los limites circadianos, 2) Persiste aun en
condiciones constantes (luz u oscuridad) y en ausencia de sefiales medioambientales no
foticas, distintas al alimento, 3) desaparece enseguida de dar alimento Ad libitum y persiste
en condiciones de ayuno durante varios dias, 4) es susceptible a retrasos o avances en su
fase debido a cambios en el horario de presentacién del zeitgeber y 5) es susceptible a

mutaciones en algunos genes reloj (Mistleberger, 1994; Stephan, 2002; Davidson, 2006).

Mecanisticamente, se propone que el OSA consiste en un asa de retroalimentacion
sostenida entre nucleos hipotalamicos de regulacidon de la alimentacion y érganos periféricos

gue participan en la ingesta y el procesamiento de nutrientes, con la capacidad de



sincronizarse por un estimulo no fético, el alimento (Aguilar-Roblero y Diaz-Mufioz, 2010;
Blum et al, 2011). La fisiologia del OSA tiene un componente reostatico que se definio
anteriormente y pertenece a la definicidn de reostasis reactiva, porque ocurre en respuesta a

un estimulo, el cual puede o no ser encontrado por un organismo (Mrosovsky, 1991).

Recientemente, el OSA se ha definido como una propiedad emergente que lleva al
organismo a un estado anticipatorio generalizado, con el propdsito de optimizar el manejo de
nutrientes y la produccién de energia (Aguilar-Roblero y Diaz-Mufioz, 2010). También se han
propuesto modelos del funcionamiento del OSA (Fig. 4), que abarcan un marcapasos
agregado en donde el alimento es el sincronizador que afecta directamente a osciladores en
el SNC y posteriromente a periféricos e impacta en la recompensa, el estado de alerta y la
reostasis hacia la actividad anticipatoria al alimento (AAA), en otro modelo se considera
como un marcapasos distribuido en el cual el alimento incide directamente sobre osciladores
periféricos, modulando la reostasis, el estado de alerta y la recompensa en el OSA hacia la
AAA vy finalmente un modelo en el cual existen osciladores independientes en donde el
alimento influye sobre el sistema olfativo y gustativo asi como en la conducta y el
metabolismo siendo distintos componentes del OSA y cuyas funciones se interconectan
hacia la recompensa, el estado de alerta y la reostasis teniendo como salida la AAA (Blum, et

al., 2011).

La sincronizacion por alimento de osciladores periféricos y la actividad anticipatoria al
alimento es una salida de la expresion del OSA, la cual implica cambios conductuales y
también metabdlicos horas previas al acceso al alimento (Baez-Ruiz et al., 2005; Green et
al., 2008; Baez-Ruiz et al., 2008; Aguilar-Roblero y Diaz-Mufioz 2010; Mendoza et al., 2010).

También se ha propuesto que la anticipacion al alimento, puede recaer en una red de relojes



en el sistema nervioso central (SNC), implicando sistemas metabdlicos y de recompensa asi
como el cerebelo (Challet y Mendoza, 2010).

Las respuestas fisiolégicas del apetito y la saciedad podrian estar implicadas en la
sincronizacion de osciladores circadianos periféricos (Mendoza, 2006). En modelos de
roedores donde se ha estudiado el OSA, durante la AAA se han presentado cambios en
metabolitos tales como un aumento en la liberacion de &cidos grasos libres (AGL) e
incremento en cuerpos ceténicos y disminucién en la glucemia, ademas, se ha reportado que
justo durante la manifestacion de la AAA, se presenta un vacio marcado del contenido
gastrico, lo cual sugeriria una participacion del estbmago (Escobar et al., 1998; Martinez-
Merlos et al., 2004; Rivera-Zavala et al., 2011; Pérez-Mendoza et al., 2014). El peffil
bioquimico y fisiolégico del higado en particular y organelos como la mitocondria, adoptan un
nuevo nivel de regulacion y adaptacion, constituyendo un estado reostatico (Luna-Moreno et
al., 2007; Diaz-Mufioz et al.,, 2000), bioquimicamente existen modificaciones en distintos
pardmetros fisiolégicos hepéticos como el aumento en la sintesis de ATP, manejo de
equivalentes reductores (NADH, NADPH) y consumo de oxigeno mitocondrial (B4ez-Ruiz et
al, 2005), la tendencia a mantener un estado reducido e hipotiroideo durante la AAA y
oxidado e hipertiroideo al final de la alimentacién (Aceves et al, 2003), cambios en la
expresion de genes implicados en gran cantidad de procesos celulares, incluyendo genes

reloj (Polidarova et al, 2011).
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Figura 4: La caricatura muestra dos sincronizadores: un estimulo fotico y el otro no fotico (el alimento) en un
modelo experimental. Las lineas verdes muestran como el sistema digestivo esta en relaciéon con el sistema
nervioso (lineas azules) y la linea discontinua roja indica sefiales humorales entre ambos sistemas. El modelo
de cajas abajo, define al OSA como oscilador distribuido, con al menos tres componentes; dos conductuales
(circuitos de recompensa y actividad locomotriz) y uno que regula la homeostasis entre otros, de energia,
mostrando una salida: la actividad anticipatoria al alimento. (Modificado de Antle y Silver, 2009; Blum et al.,

2011).

Durante la sincronizacion por alimento, de las distintas sefiales humorales estudiadas, se

encuentran hormonas como los glucocorticoides, insulina, leptina y glucagon (Krieger et al.,



1977; Diaz-Mufioz et al.,, 2000; Luna-Moreno et al., 2009; Davidson y Stephan, 1999;
Martinez-Merlos et al., 2004; Pérez-Mendoza et al., 2014). La importancia de las sefiales
endocrinas como un sistema regulatorio y una salida del OSA, han sido sugeridas (Carneiro y
Araujo, 2009; Aguilar-Roblero y Diaz-Mufioz, 2010). Sin embargo, aquellas hormonas cuya
secrecion y papel fisiologico se dan en respuesta a la alternancia entre el ayuno y la
alimentacion restringida, aun no han sido estudiadas de manera sistematica, en particular la
ghrelina, la GH y el IGF-1, por lo que su caracterizacion forma parte del objetivo principal
este proyecto y las hormonas del sistema endocrino ghrelina, GH e IGF-1 y su interrelacion

son descritas a continuacion.

Adicionalmente, dentro de las publicaciones logradas en este proyecto de doctorado, la
siguiente revision (Arellanes-Licea y Diaz-Mufioz, 2012) explica y muestra un modelo

funcional de este sistema hormonal y ahonda en la fisiologia de ghrelina, GH e IGF-1:
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4.2 Ghrelina

4.2.1 Sintesis y secrecion

La ghrelina (PM 3.37 kDa) es una hormona peptidica de 28 aminoacidos, con una
modificacion cotraduccional consistente en un grupo octanoil en la serina 3 y se le denomina
ghrelina acilada (AG); aunque también se encuentra la forma no acilada 6 ghrelina des-
octanoilda (UAG). Alrededor del 70 - 90% de la concentracion en plasma de ghrelina es
UAG, explicado en parte por la corta vida media de la AG la cual es de ~8 minutos (Kojima et
al., 1999; Hosoda y Kangawa, 2004). Se expresa Yy secreta principalmente en el estbmago,
por las células endocrinas de la glandula oxintica; con sintesis en cantidades menores por
otros 6rganos como el intestino, pancreas, placenta, rifion, testiculos y el nacleo arcuato del
hipotdlamo (Kanamoto, 2004). Especificamente en ratas, las células que contienen ghrelina
se localizan en la curvatura mayor de la pars glandularis y en la curvatura menor del
estbmago, en tanto en el estbmago humano se localizan distribuidas en todas las regiones
de éste aungue principalmente en el fondo (Li et al., 2011). La regién promotora de su gen
contiene cajas E, muy probablemente blanco de genes reloj que le confieran una sintesis

regulada temporalmente (LeSauter et al., 2009).

La ghrelina total, es secretada en respuesta al ayuno, estimula el apetito y promueve la
liberacién de la hormona del crecimiento (GH) (Stanley et al., 2005; LeRoith et al., 2001);
ademas, provoca un balance positivo de energia, controla la movilidad gastrica, la secrecion
de HCI, modula la funcion pancreatica endocrina y el metabolismo de la glucosa, también
ejerce efectos cardiovasculares y promueve la proliferacion de adipocitos del tejido adiposo

blanco (Wells, 2009; Veldhuis y Bowes, 2010; Lanfranco et al., 2010; Broglio et al., 2006).



La regulacion de la secrecion de ghrelina se no se conoce del todo. Sin embargo, la
alimentacion, glucosa (hiperglucemia) ¢ insulina la modulan disminuyéndola. Ademas se
sabe que la somatostatina ejerce una fuerte inhibicion de su secrecion; en tanto, el sistema
colinérgico la estimula. En condiciones patoldgicas, los niveles circulantes de ghrelina estan
reducidos en la obesidad, pero incrementados en la malnutricion, caquexia, y anorexia

nerviosa (Veldhuis y Bowes, 2010).

4.2.2 Fisiologia

Existen dos tipos de receptores de ghrelina, llamados growth hormone secretagogue receptor
(GHSR), denominados la y 1lb (Fig. 5). El tipo la es funcional y posee 7 dominios
transmembranales, con expresion en somatotropos, nucleo arcuato, mucho menor en
tiroides, pancreas, bazo, miocardio, adrenales, testiculo, ovario e higado, con una Kd de 0.1
nM (Gnanapavan et al., 2002; Davenport et al., 2005). La ghrelina activa una fosfolipasa-C
especifica de fosfatidilinositol a través de una proteina Gqiq generando inositol 1,4,5-
trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). El IP3 desencadena la liberacién de calcio de depdsitos
intracelulares, en tanto que el DAG activa a la proteina cinasa C. En somatotropos, la
activacion del receptor de ghrelina, lleva a la despolarizacién de la membrana, lo cual
conduce a un incremento en las corrientes de canales de calcio tipo L y T. En células de
hepatoma, la ghrelina induce la activacion de blancos activados por insulina como el sustrato
del receptor de insulina-1 (IRS-1), que es un intermediario en la transduccion de sefiales de
varias hormonas, a su vez IRS-1 inhibe la actividad de Akt y se regula a la alta la
gluconeogénesis (Camifia et al., 2003). En el hipotalamo, la ghrelina regula el balance de

energia via AMPK (cinasa dependiente de AMP) (Lopez et al., 2008).



Sin embargo, la ausencia de ghrelina total en modelos murinos ha demostrado que tiene un
papel redundante en la regulacion del apetito y cuyo el animal es sometido a una dieta alta
en grasas la ghrelina tiene un papel prominente en la determinacion del tipo de sustrato
metabdlico que es usado para la mantenencia del balance de energia, es decir, esta
hormona disminuye la utilizacion de grasas y protege contra la obesidad de inicio temprano
inducida por la dieta, fenotipo que también se presenta en ratones carentes del GHSR

(Wortley et al, 2004 y 2005; Zigman et al., 2005; Sun et al., 2003).

Existe una regulacion fisiolégica de la ghrelina acilada, su receptor y la hormona liberadora
de la hormona del crecimiento (GHRH), sobre la regulacion de la secrecion de GH: la GHRH
interacta con el GHSR y en consecuencia modifica la via de sefializacion de AG,
especificamente GHRH se une al GHSR, incrementando la capacidad de unién a su ligando
natural y no compite por la union de AG, aumenta la afinidad a esta y despliega una
cooperatividad positiva de union (Casanueva et al., 2008). En seres humanos se ha
encontrado que, en un grupo de pacientes con una lesion organica principalmente en el area
hipotalamica, la ghrelina sola 6 en combinacion con GHRH no son capaces de liberar GH

significativamente (Popovic et al., 2003).

En relacion mas directa, el GHSR est4 localizado en las neuronas positivas a GHRH; la AG
incrementa la liberacibn de GHRH y disminuye la de somatostatina de explantes
hipotalamicos e incrementa la excitabilidad de las neuronas que sintetizan GHRH ya que
aumenta su proporcion de disparo de potenciales de acciéon (Feng et al., 2011). Finalmente,
el GHSR ha sido implicado en la regulacién positiva en neuronas del nucleo arqueado de la

expresion de GHSR, siendo otra via por la cual la AG potencia la secrecion de GH (Mano-



Otagiri, 2006), aunado a la accioén directa de la AG sobre la secrecion de GH a través de la

expresion de su receptor en somatotropos (Kojima, et al., 1999).

4.2.3 Papel en el Oscilador Sincronizado por Alimento

Sobre el papel de la ghrelina en el OSA, al eliminar genéticamente su receptor GHSR-1a en
ratones, se observd que la AAA disminuye, por lo que se sugirié que las células secretoras
de ghrelina forman parte del OSA (LeSauter et al., 2009) Otro estudio, usando también un
raton deficiente del receptor de ghrelina (GHSR KO), muestra que la AAA se atenua,
correlacionandolo con un menor nivel de expresion de c-Fos en diversos nucleos

hipotalamicos relacionados con la actividad locomotriz (Blum et al., 2009).

Los efectos fisioldgicos de la UAG incluyen que la administracién intracerebroventricular de
ghrelina no acilada en roedores con alimentacion libre estimuld la ingesta de alimento
durante la fase de luz, independiente del GHSR-1a, no asi la inyeccion intraperitoneal
(Toshinai et al., 2001). Recientemente, se ha encontrado que la UAG es un péptido activo
con acciones metabdlicas (en lipidos por ejemplo) y no neuroendocrinas incluyendo acciones
cardiovasculares y con efectos antiproliferativos mediados por un receptor distinto al GHSR-

la (Lanfranco et al., 2010).
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Figura 5: Isoformas de ghrelina y sefializacion por ghrelina acilada por el receptor GHSR. (Modificado de Wells,

2009).

4.3 Hormona del Crecimiento
4.3.1 Sintesis, secrecion y regulaciéon por hormonas hipotalamicas

La hormona del crecimiento (GH) es una proteina que contiene 191 aa en la mayoria de los
vertebrados estudiados, de PM 22 kDa en su forma principal. Dentro de su estructura
contiene cuatro residuos de cisteina conservados en las GH de todas las especies
estudiadas, con lo que se forman dos puentes disulfuro (posiciones de aa 53-164 y 181-189)
dando origen a una asa central grande y una mas pequefia cercana al extremo carboxilo

terminal. Las estructuras secundaria y terciaria de la GH estan formadas por cuatro hélices a

antiparalelas (Scanes, 1995).



Es una hormona secretada por los somatotropos de la hipdfisis anterior (Pars distalis) de
forma pulsatil y es regulada (Fig. 6) por el estado nutricional, la edad, situaciones de estrés,
diferentes hormonas, estimulada por la neurohormona hormona liberadora de GH (GHRH) e
inhibida por la somatostatina (SS), ambas hipotalamicas (Harvey, et al., 1995; Clemmons,
2004). En los seres humanos hombres adultos, su secrecion tiene un patrén circadiano y
presenta dimorfismo sexual, mientras que en roedores es ultradiano con una frecuencia de

3.3 h (Tannenbaum y Martin, 1976; Inagaki et al., 2006; Goldenberg y Barken, 2007).

La GHRH es una hormona hipotalamica, en rata consta de 43 aminoacidos que se expresa
principalmente en el nlcleo arcuato de mamiferos y que tiene como principal funcién
estimular la secrecion de GH a través de la union especifica a su receptor (Bloch et al.,
1983), el GHRHR, es miembro de la familia de receptores acoplados a proteinas G cuya
activacion incrementa la concentracion de cAMP citoplasmatica y activa la via de
sefializacion de la proteina cinasa A (PKA) (Gaylinn et al, 1993). Adicionalmente, la GHRH
estimula la proliferacién, diferenciacion y crecimiento de los somatotropos (Billestrup et al.,
1986). Se le ha atribuido también que participa en otros procesos como la modulacion del

apetito y la regulacion del suefio (Ehlers et al., 1985).

La SS por el otro lado, como un regulador hipotalamico critico de la sintesis y secrecién de
GH, es un tetradecapéptido ciclico, en mamiferos, existen dos variantes moleculares: SS14 y
SS28. Aislada originalmente en el hipotdlamo de mamiferos, fue identificada como una
inhibidora de la secrecibn de GH. Se sabe que la SS es un péptido multifuncional
ampliamente distribuido a lo largo del sistema nervioso central y en tejidos periféricos
(Reisine y Bell, 1995). Sus funciones incluyen la modulacion de la neurotransmision,

secrecion y proliferacion celular (Patel, 1999) y la inhibicion de la secrecién de varias



hormonas (Florio et al., 1994). Su actividad biolégica es mediada por una familia de

receptores acoplados a proteinas G (SSR) con 5 subtipos (Patel, 1999).

La SS es el principal regulador negativo de la secrecion de GH, ésta funcion inhibitoria se
mantiene conservada en diferentes organismos. En mamiferos, la SS es esencial para
mantener la pulsatilidad de la secrecion de GH y se ha propuesto un modelo en el que GHRH
y SS deben de ser secretadas alternadamente para estimular e inhibir esta secrecién de GH

(Tannenbaum et al., 1989).

4.3.2 Fisiologia

El receptor de GH (GHR) es una proteina transmembranal que forma parte de la superfamilia
de receptores de citocinas, que se homodimeriza por la unién del ligando y transduce a
través de la familia de proteinas cinasas de tirosinas del tipo Janus cinasa (JAK) 2-
transductores de sefiales y activadores de la transcripcion (STAT) 5, activando diferentes
proteinas intracelulares entre ellos el IRS-1 (Pilecka et al., 2006). Durante el ayuno ocurre

una disminucién del GHR (Harvey, 1995; Clemmons y Underwood, 1991).

La actividad de la hormona del crecimiento por la unién a su receptor forma un complejo
heterotrimérico, debido a que cada molécula de GH puede interaccionar con dos unidades
del receptor a través de los dos sitios de union que éste posee. El primero incluye la hélice 4
desde su region central hasta la region carboxilo terminal, mientras que el segundo sitio
incluye la hélice 3 y la hélice 1 (Juarez-Aguilar et al., 1999). De esta manera, se forma un
heterotrimero con atracciones intermoleculares, entre la hormona y las dos unidades del

receptor, y entre ambos receptores a su vez (de Vos et al., 1992).



Los efectos que desencadena la GH, estan relacionados con el crecimiento y el desarrollo de
los organismos, ademas esta hormona regula diversos procesos fisioldgicos, como el
metabolismo de carbohidratos (favorece la gluconeogénesis y la hiperglucemia), de lipidos
(regula el desarrollo de pre-adipocitos, aumenta la lipolisis y la oxidacion hepatica de lipidos)
y de proteinas (promueve la sintesis de proteinas), ademas de que puede tener efectos
contrarios a los de la insulina (LeRoith, 2001; Ngrrelund, 2005). Una de las acciones mas
importantes de la GH, es el promover la sintesis de los factores de crecimiento similares a la
insulina (IGF-1 y -2) en diversos tejidos, en particularmente en el higado y de sus proteinas
de unioén a IGF-1 plasmaticas (IGFBP 1-7) y la subunidad acido labil (ALS). También, exhibe
actividad sobre la proliferacion y diferenciacion celular. Estos efectos pueden ser directos
sobre las células blanco o mediados a través de otros mensajeros, como es el caso del IGF-

1, es decir serian efectos indirectos de la GH (Harvey 1995).

4.3.3 Papel en el Oscilador Sincronizado por Alimento

Por otro lado, sobre su participacion en el OSA, se ha mostrado que en ratas, la
hipofisectomia no evita la AAA, aunque si abole el aumento en la temperatura corporal pre-
prandial (Davidson y Stephan, 1999). Sin embargo, este estudio también sefiala que las
hormonas hipofisiarias no necesariamente actuarian a nivel conductual, dejando abierta la
posibilidad de ejercer un papel en la regulacion del metabolismo caracteristico del protocolo
de restriccion temporal de alimento, en el que se manifiesta el OSA, lo cual hasta el momento

no ha sido estudiado.
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Figura 6: Regulacion de la secrecién de GH en rata, por algunos moduladores centrales y periféricos. La figura
muestra en azul los estimulos positivos, en rojo los estimulos negativos y en verde la retroalimentacién del
propio eje al nivel del eje somatotropico. Las siglas denotan: Receptores NMDA: receptores de glutamato N-
meti-D-aspartato. GABA: acido gama aminobutirico. TRH: hormona liberadora de la TSH. NPY: neuropéptido Y.
PACAP: péptido activados de la adenilato cilcasa. BP's: proteinas de unién a IGF-1 (Modificado de Giustina y

Veldhuis, 1998).

4.4 Factor de Crecimiento Similar a Insulina-1

4.4.1 Sintesis y secrecion

El factor de crecimiento similar a insulina-1 (IGF-1), que es estructural y funcionalmente
similar a la insulina (Froesch, 1985), es un polipéptido de 70 aa, PM 7.64 kDa. El IGF-1

circulante es sintetizado y secretado principalmente por el higado, aunque la mayor parte de



los tejidos pueden producirlo y participa en el control del crecimiento celular en mdultiples
tejidos y 6rganos. También regula otros procesos anabdlicos, como el estimular el transporte

de aminoacidos y la sintesis de proteinas (Clemmons y Underwood, 1991).

Su sintesis y secrecion depende de la GH, como fue explicado anteriormente, pero también
de la disponibilidad de nutrientes. Su secrecion disminuye en la inanicion 6 privacion de
nutrientes como proteinas y la malnutricion (Isley et al.,, 1983; Yakar et al., 1999;
Stratikopoulos et al., 2008). En el torrente sanguineo, existen siete tipos de proteinas
transportadoras solubles de unién a IGF-1, las IGFBPs, de alta afinidad, que controlan su
transporte, eflujo del compartimento vascular, la vida media y su asociacién con el receptor
de IGF-1; la ingesta de nutrientes es uno de los reguladores principales de las
concentraciones plasméaticas de estas proteinas, el ayuno prolongado 6 la deficiencia de
proteinas da como resultado una disminucion en la concentracion en suero de IGFBP-3
(Clemmons y Underwood, 1991). La IGFBP-3 junto con otra proteina llamada subunidad
acido labil, se unen al IGF-1 y forman un complejo heterotrimérico necesario para la unién al

receptor.

Adicionalmente a los efectos similares a insulina, el IGF-1 exhibe un amplio rango de
acciones bioldgicas que incluyen la proliferacion y diferenciacién celular, proteccion de la
degradacion de proteinas y es un factor anti-apoptotico, asi como regulador de la GH
(Parrizas y LeRoith, 1997). El IGF-1 esta constituido de 4 dominios (A, B, C y D) y aunque su
estructura es conservada, existen dos regiones que muestran una gran divergencia con otras
especies, particularmente en los dominios C y D (Upton et al.,, 1998). El IGF-1 circulante
ejerce una asa de retroalimentacion en la secrecion de GH tanto a nivel hipotalamico como a

nivel hipofisiario (Giustina y Veldhuis, 1998).



4.4.2 Fisiologia

Su receptor, IGF-1R, pertenece a la familia de receptores con actividad de cinasa de tirosina,
tiene dos subunidades a y dos subunidades B, se expresa en la mayoria de los tejidos
estudiados, aunque en el higado tiene una expresion baja y es modulado por condiciones en
las que se promueve la proliferaciéon celular y tiene una afinidad alta por el ligando de 1 x 10°
1 M (Frohman, 1995; Desbois-Mouthon et al., 2006). El IRS-1 es el principal sustrato del
IGF-1R en su sefalizacion intracelular el cual funciona como una plataforma de anclaje para
otras proteinas que contienen dominios de homologia a Src-2 (Taniguchi et al., 2006)
Aunque se considera una relacion funcional directa en el eje GH-IGF-1, cada hormona puede
tener una funcion independiente (Harvey, 1995).

4.4.3 Papel en el Oscilador Sincronizado por Alimento

Cdmo fue mencionado anteriormente, el Unico estudio en dénde podria estar involucrado el
IGF-1 es en ratas hipofisectomizadas, en el cual no se estudiaron efectos metabdlicos
durante la restriccion de alimento sino conductuales (Davidson y Stephan, 2009), esto deja

abierto el campo de estudio de esta hormona durante el OSA.
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Figura 6: Regulacién de la sintesis de IGF-1 y efectos metabélicos del eje somatotropico en diferentes tejidos.
AN: efecto anabdlico, LIP: efecto lipolitico, GLU: efecto sobre la homeostasis de glucosa (Modificado de Kaplan

y Cohen, 2007).

4.5 Regulacion endocrina de la Ingesta del Alimento y el OSA

Los circuitos neuronales a través de los cuales el sistema nervioso (SN) recibe informacion
de tipo nutricional 6 metabdlica, importantes en la regulacion de la homeostasis de energia
incluyen: sefales olfativas y visuales, sefiales gustativas y entradas del nervio trigémino,
informacion gastrointestinal y portal-hepatica, sefiales de los nutrientes almacenados e

informacion de las memorias almacenadas y neuropéptidos, asi como una regulacion



hormonal periférica, sin embargo es un proceso muy complejo (Berthoud, 2004; Schwartz et

al., 2000).

El control periférico del apetito incluye a una variedad de hormonas cémo la ghrelina acilada,
insulina, adiponectina, leptina, colecistocinina, polipéptido pancreético y al péptido similar al
glucagon-1, entre otras. En conjunto estas hormonas regulan el hambre y la saciedad por su
accion en el SN a través de la modulacion de neuropéptidos cémo el neuropéptido Y (NPY),

la pro-opiomelanocortina (POMC) y el péptido relacionado a Agouti (AgRP), (Figura 7).
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Figura 7: Control fisiologico del apetito por el sistema nervioso y endocrino. Las siglas significan: BNST= Cama
del ndcleo de la estria terminal, Acc= Nucleo accumbens, CeA=Nucleo central de la amigdala, Corteza cerebral

PVN= nlcleo paraventricular, LH= Hipotalamo lateral, DMH= Nucleo dorsomedial hipotalamico, ARC= Nucleo



arcuato, PB= Area parabraquial, NTS= Ndcleo del tracto solitario, DMV= Ntcleo dorsal motor del Vago, Cerebro

medio.

En la fisiologia del OSA, los niveles estudiados de hormonas (e.g. insulina, glucagon y
leptina) y su regulacion de la de vias metabdlicas, es importante considerar su actividad
biologica en la regulacion del apetito ademas, tomando en cuenta la hiperfagia que se
presentan las ratas durante la restriccion temporal de alimento, un candidato posible es la

ghrelina acilada por su papel orexigénico (Cummings y Overduin, 2007).

5. Planteamiento del Problema

El funcionamiento del OSA implica una comunicacién humoral y/o nerviosa entre érganos
periféricos y del sistema nervioso. Por lo tanto, las sefiales endocrinas, cuya secrecion sea
regulada por la ingesta de alimento y el estado nutricional del organismo, podrian participar
de forma significativa en la fisiologia de este oscilador bioldgico, no se conoce la actividad del

sistema coordinado ghrelina-GH-IGF-1.

6. Hipbtesis

Durante la emergencia del OSA, las adaptaciones bioguimicas en el higado, antes y después
del acceso al alimento, asi como la hiperfagia y la distension del estbmago posterior a la
ingesta, daran lugar a cambios en la secrecién y en el papel funcional del sistema hormonal

ghrelina-GH-IGF-1.



7. Objetivos Generales

En un ciclo de 24 horas y comparando ratas control alimentadas ad libitum (AL) y en horario

restringido de alimentacion (RT) para promover la emergencia del OSA:

1.- Caracterizar el patron de secrecion de ghrelina total, acilada y no acilada, GH e IGF-1.

2.- Cuantificar el peso del estbmago, higado, hipdfisis y el tejido adiposo blanco perigonadal.

3.- Analizar la concentracién de ghrelina total, GH e IGF-1 en estobmago, hipofisis e higado

respectivamente.

4.- Analizar los cambios en la expresion de la proteina reloj BMALL en el higado, estbmago e

hipofisis.

5.- Correlacionar la secrecidbn hormonal con parametros metabdlicos, humorales y

conductuales.



“A veces sentimos que lo que hacemos es tan solo una gota en el mar, pero el mar seria menos si le faltara una
gota”. Agnes Gonxha Bojaxhiu, Madre Teresa de Calcuta.

8. Material y Métodos
8.1 Disefio Experimental

Individuos Experimentales. Ratas macho adultas Rattus norvergicus, de la cepa Wistar, con
un peso de 180 + 20 g al inicio de los experimentos, fueron mantenidas en un ciclo luz-
oscuridad 12 h:12 h, con las luces encendidas a la hora geografica 08:00 h (Zeitgeber
Tiempo, ZT=0) a una temperatura constante de 22 =+ 1 °C. La intensidad de la luz en la
superficie de las cajas promedié 250 lux. Las ratas fueron mantenidas en grupos de 4-5
individuos en cajas de acrilico transparente con acceso libre al alimento y al agua (5001
rodent diet de LabDiet, MI, USA) a no ser que se especifique algo diferente. Todos los
procedimientos experimentales fueron aprobados y conducidos de acuerdo a la guia
Institucional para el cuidado y uso de animales bajo experimentacion biomédica (Universidad
Nacional Autbnoma de México) y conforme a Estandares Eticos Internacionales (Portaluppi,

2010).

Disefio Experimental. El procedimiento experimental (realizado de acuerdo a Davidson y
Stephan, 1999) se siguié con algunas modificaciones. Las ratas fueron asignadas al azar a

los siguientes grupos experimentales:

a) Ratas control con alimentacion ad libitum (Grupo AL) por 3 semanas.



b) Ratas con un estimulo doble: restriccion temporal de alimento e inversion de la
alimentacion a la fase de luz, con una actividad aumentada del OSA (grupo RT) con 2 h de

acceso al alimento diariamente de ZT 4-6 h por 3 semanas.

Incluimos grupos control con condiciones de alimentacion aguda:

¢) Ratas con un ayuno por un periodo simple de 21 h y sacrificadas en ZT 3 h (grupo F) y

d) Ratas con un ayuno simple de 22 h, posteriormente realimentadas por 2 h de ZT 4-6 h, y

sacrificadas en ZT 6 h (grupo R).

Los individuos de los grupos AL y RT (n = 4-5) fueron sacrificados por decapitacion cada 3 h
en los horarios de Zeitgeber: 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, y 21 h para un muestreo para completar

24 h.

8.2 Ingestay somatometria

La ingesta de alimento y el peso corporal fueron registrados en ZT 2 h diariamente de ratas
mantenidas en grupos de 4 por caja: ratas AL ratas (posterior a 24 h de alimentacion) y ratas
RT (posterior a 2 h de alimentacion) por 3 semanas. Al final del protocolo de alimentacion, los
pesos corporales (PC) de las ratas fueron determinados 20 minutos antes del sacrificio. La
hipdfisis completa fue cuidadosamente desprendida de las meninges y removida. Los
estdbmagos fueron disectados incluyendo el contenido estomacal. Todos los I6bulos hepaticos
fueron extraidos. El tejido adiposo blanco (WAT) perigonadal fue escindido, removiendo las
gonadas y los vasos sanguineos. Todos los tejidos fueron pesados rapidamente y pesados

en fresco y puestos en hielo seco; esta medicion fue normalizada al PC de cada rata.



8.3 Extractos de tejidos

Extractos de tejidos para determinaciones hormonales y Western Blot. Extractos hipofisiarios
bésicos para la determinacion de GH: después de disectar la glandula pituitaria, fueron
puestas inmediatamente en hielo seco y almacenadas a -70° C. A cada muestra se le
afladieron 100 pl de TBS 50 mM, pH 9, conteniendo el coctel de inhibidores Complete
Protease Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), el tejido fue
homogenizado manualmente con un homogenizador de vidrio. EI homogenado se transfirié a
un nuevo tubo, y se adicionaron 30 pl del mismo amortiguador al primer homogenizador de
vidrio para remover los restos de tejido y fue mezclado con el resto del tejido. Las muestras
fuero agitadas a 4°C por 2 h y centrifugadas a 10,000 rpm por 20 min a 4°C, y el
supernadante (enriquecido en GH) se recuper6. Extractos de proteinas solubles hipofisiarias:
A cada glandula recién descongelada, se le afiadieron 100 ul de buffer 1X RIPA frio (Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, USA) conteniendo el céctel de Complete Protease
Inhibitor, amortiguador de homogenado de proteinas solubles (HB). El tejido se homogenizé
automaticamente con un homogenizador de vidrio 5 veces, el homogenado se transfirid a un
tubo nuevo, y el tejido remanente fue recuperado lavando el homogenizador con 50 pl del
mismo buffer. Los tubos fueron centrifugados a 12,000 rpm por 20 min a 4°C, y el
sobrenadante se colecto cuidadosamente para evitar contaminacion con grasas, se alicuoto,
y se almacené a -70°C hasta su uso. Extractos de estomago: los estdmagos (todo el tejido)
fueron lavados 3 veces en PBS frio para remover cualquier particula residual del bolo
alimenticio y almacenadas a -70°C. El tejido fue descongelado, cortado en piezas pequeias
y mantenido a 4°C en un tubo de vidrio con 4 veces su volumen con HB frio. Los tejidos

fueron homogenizados 5 veces con un Polytron PT1200 y después centrifugados a 12,000 g



por 30 min a 4°C (Li et al., 2011). El sobrenadante fué colectado cuidadosamente para evitar
contaminacion con lipidos, alicuotado y almacenado a -70°C hasta usarlo. Extractos
hepaticos: el érgano fué cortado en piezas pequefias de alrededor de 0.5 cm?®, y fueron
puestos en tubos individuales y almacenados a -70°C. Las piezas de higado fueron
descongeladas a 4°C e inmediatamente después de descongelarlas, se afiadié HB frio (400
Ml por pieza); la suspension fue homogenizada en hielo 5 veces a 70 rpm en un
homogenizador teflon-on-glass Potter-Elvehjem por 15-20 s. Después se centrifugaron a
12,000 g por 20 min a 4°C, el sobrenadante se transfiri6 a un nuevo tubo para quitar la
contaminaciéon con lipidos, y se someti0 a una segunda centrifugacion por 10 min. El
sobrenadante fué alicuotado y guardado a -70°C. El contenido proteico fue cuantificado por el
procedimiento de microensayo basado en el método de Bradford siguiendo las instrucciones

del proveedor (Bio-Rad, California, USA).

8.4 Western Blot

Western blotting. Las proteinas solubles de hipdfisis, estbmago e higado, fueron procesadas
cdmo se describid anteriormente. EI Western blot fue realizado como se ha reportado
anteriormente (Alba-Betancourt et al., 2011). Las muestras (50 ug de proteina total) fueron
mezcladas con buffers de carga 2X Laemmli, incubadas a 80°C por 5 min, y luego sujetas a
electroforesis en gel de poliacrilmaida-dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE), de una dimension
bajo condiciones reductoras, usando un gel de poliacrilamide al 10%. Las proteinas fueron
transferidas a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad), bloqueadas por 1 h en leche sin

grasa al 5% (p/v) (Bio-Rad), y después incubadas toda la noche a 4°C con los siguientes



anticuerpos por membrana: anti-BMAL1 (ab3350, Abcam, MA, USA) a una dilucién 1:1000;
anti-growth hormone secretagogue receptor type 1 (GHSR) a una dilucion 1:500 (sc 20748,
Santa Cruz Biotechnology Santa Cruz, CA, USA), y anti-tubulin (ab56676 Abcam) a una
dilucion 1:1000 en TPBS conteniendo 1% de leche. Las membranas fueron lavadas 3 veces
con la solucién TPBS y después incubadas por 2 h a temperatura ambiente con el anticuerpo
secundario apropiado, conjugado a fosfatasa alcalina (AP), (anti-conejo para BMALL, anti-
cabra para GHSR, o anti-ratbn para tubulina) a una dilucion 1:5000 (Santa Cruz
Biotechnology). Las bandas fueron visualizadas usando el kit AP conjugate substrate kit (Bio-
Rad) siguiendo las instrucciones del proveedor. Los blots fueron escaneados, digitalizados, y
analizados con el programa Image J (version 1.38, NIH, USA). La expresion de las proteinas

BMAL1 y GHSR estan reportadas después de normalizar a la sefial de tubulina.

8.5 Mediciones hormonales

Toma de muestras de sangre. La sangre del tronco se colectd en tubos para la separacion
del suero (BD Vacutainer, BD Diagnostics, NJ, USA). Se colectaron dos muestras de sangre:
una para las mediciones de GH e IGF-1 sin algun aditivo, la segunda fue usada para las
determinaciones de ghrelina total (tanto AG e UAG) y ghrelina acilada, con la adicién de 1
mg/ml de Pefabloc SC (Roche Diagnostics). La sangre fué centrifugada a 3,500 rpm por 15
min a 4°C para obtener el suero. Para la cuantificacion de GH e IGF-1, las alicuotas de suero
fueron almacenadas a -70°C. En el caso de ghrelina total y acilada, se afadié HCI a una
concentracion final de 0.05 N a las muestras de suero para promover su estabilidad y

posteriormente se almacenaron a -70°C (Hosoda y Kanwaga, 2004).



Mediciones hormonales. La GH fue cuantificada por el ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzima (ELISA), competitivo cOmo se reporté por 33, usado una GH recombinante de rata
(National Hormone y Peptide Program, NIDDKD, California, USA). El anticuerpo primario fué
levantado en conejo policlonal anti-GH de rata (Millipore, MA, USA), fue usado a una diluciéon
final de 1:60,000. Este anticuerpo es especifico para GH de rata y no tiene reactividad
cruzada con ninguna otra hormona de la glandula pituitaria (<0.001%). Posteriormente el
anticuerpo secundario, conjugado a peroxidasa de rabano (HRP)-anti-lgG de conejo
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) se us6 a una dilucion de 1:3,000 en 1% (m/v) en leche libre
de gras en TPBS (0.01 M fosfato de sodio, 0.15 mM NaCl, 0.05% m/v de Tween 20), pH 7,
gue se afiadio a las muestras y a los estandares. Los anticuerpos secundarios unidos fueron
detectados por la reaccion con el sustrato 2,2’amino-di-(3-etilbenzotiazolina sulfato) (Roche
Diagnostics). Todas las determinaciones fueron realizadas en triplicado con coeficientes de
variacion inter- e intraensayo de 4.1 y 4%, respectivamente. La ghrelina total fue cuantificada
por un kit de ELISA con la configuracion sandwich (Linco Research, Millipore) siguiedo las
instrucciones del proveedor, y los coeficientes de variacion inter- e intraensayo de fueron de
5.7 y 6%, respectivamente. La ghrelina acilada fué medida por un kit de ELISA con la
configuracion sandwich (Linco Research, Millipore) siguiendo las instrucciones del kit y
usando 30 ul de muestra de suero; los coeficientes de variacion inter- e intraensayo fueron
de 5.9 y 5.4%, respectivamente. La proporcion de ghrelina no acilada fue calculada de la
proporcion de ghrelina acilada a ghrelina total en la misma muestra de suero. El IGF-1 libre
fue cuantificado con un kit de ELISA con la configuracion sandwich (ALPCO
Immmunoassays, Salem, NH, USA) siguiedo las instrucciones del proveedor; las
determinaciones fueron realizadas en duplicado con coeficientes de variacion inter- e

intraensayo de 4.8 y 4.4%, respectivamente. La inmunoreactividad del contenido hormonal



en los extractos de tejido fue medido por ELISA coémo fue descrito en la seccion anterior para
cada hormona. El contenido total de GH se reporta relativo al peso de la glandula pituitaria, la
concentracion de proteina total en el extracto hipofisiario y la proteina GH y reportado cémo
pg/hipofisis. El contenido de ghrelina total fué medido usando 2 pyg de proteina total de
estbmago por pozo para detector las dos isoformas de ghrelina y se expresé como ng de
hormona por pug de proteina del estomago. El IGF-1 libre fue cuantificado usando 5 ug de
proteinas totales hepaticas por pozo para cuantificar la cantidad de IGF-1 libre y fue

expresada como ng de IGF-1 por ug de proteinas hepaticas.

8.6 Analisis Estadisticos

Los datos estan representados como el promedio * el error estandar de la media (EE). Para
probar si los datos de cada grupo de ratas (AL y RT) exhibieron cambios significativos
intragrupo, se realizo la prueba de analisis de varianza (ANOVA) de una via seguido de la
prueba post hoc de Tukey de mdultiple comparacion. Se usé una ANOVA de dos vias para
determinar si la condicion alimeticia y el tiempo confirieron un factor de cambio entre esos
dos grupos, seguido de la prueba post hoc Bonferroni. La prueba t de Student fue usada para
comparar los grupos de condicion alimenticia aguda (F y R) y el promedio de la variable en la
fase de luz contra la fase de oscuridad. Todos los procedimientos estadisticos fueron
analizados usando el programa GraphPad Prism (version 5.00, CA, USA). El analisis de
Cosinor (método de analisis de ritmos biologicos que consiste en ajustar los datos obtenidos
a una funcion sinusoidal) se llevé a cabo por el programa Digital Analysis Sistema Applied to

Chronobiology (DISPAC) (Aguilar-Roblero R.).



“Insanity: Doing the same thing over and over again and expecting different results”. Albert Einstein.

9. Resultados

Los resultados de este proyecto de doctorado fueron publicados en el siguiente articulo

original:

Journal of Neuroendocrinology, 2014, 26, 282-295

0 R I GI N AL ARTI C LE ® 2014 British Society for Neurcendocrinology

Daily Patterns and Adaptation of the Ghrelin, Growth Hormone and
Insulin-Like Growth Factor-1 System Under Daytime Food
Synchronisation in Rats

E. del C. Arellanes-Licea®, A. Baez-Ruiz™', M. E. Carranza®, C. Aramburo*, M. Luna® and M. Diaz-Mufoz"

*Departamento de Neurobiologia Celular y Molecular, Instituto de Neurobiologia, Universidad Nacional Auténoma de México, Querétaro, México.

En esta seccion los resultados estan en orden distinto al publicado, pero apegado a este,

algunas figuras por separado y en el idioma Espafiol:

Ingesta de Alimento y Crecimiento corporal

El peso corporal promedio de las ratas fue menor durante la restriccion temporal de alimento,
en tanto las ratas con libre acceso al alimento incrementaron su peso corporal en 3 semanas.
Este incremento de peso corporal fué para el grupo AL de 61% y de 26% para el grupo RT, al

final de los 21 dias de tratamiento (Fig. 8A). La conducta de alimentacion permanecio estable



en el grupo AL, en contraste la ingesta diaria de alimento en el grupo RT difirié del grupo AL
en todos los dias experimentales (P < 0.001) y mostr6 intragrupo un aumento significativo

después de los 21 dias de tratamiento (P < 0.0001) (Fig. 8B).
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Figura 8: Peso corporal e ingesta de alimento diaria durante la restriccion alimento. Los simbolos denotan a los
grupos: AL circulos negros y RT cuadros rojos. Los datos se representan el promedio + EEM. A: Registro del
peso corporal diario, n = 12, P < 0.001 RT vs. grupo AL en todos los dias experimentales, por prueba post hoc
Bonferroni. B: Ingesta diaria de alimento, n = 3 (4 ratas por caja), P < 0.001 RT vs. grupo AL en todos los dias
experimentales, por prueba post hoc Bonferroni.

Expresion de la proteina reloj BMAL-1 en tejidos periféricos

Para evaluar la influencia de la RT en la maquinaria del reloj molecular, se analiz6 las
expresion de la proteina reloj BMALL a lo largo de 24 h por Western blot. No se encontré
ritmicidad en la proporcion de BMAL1 a tubulina en las proteinas solubles de estémago en
los grupos AL y Grupo RTs (Fig. 9A). El grupo RT mostré una reduccién en BMAL1 después
de la alimentacion al ZT 9 h (P < 0.01). La expresion entre los grupos F y R no difiri6. Los
grupos F y RT al ZT 3 h fué distinta la expresién ya que hubo una elevacion de la sefial de

BMALL1 en el estbmago antes de la ingesta del alimento (P < 0.05).

La expresion de BMALL hipofisiario mostré un ritmo de 24 h en los grupos AL y RT (P <

0.0001, Fig. 9B). La acrofase en las ratas AL fué a la mitad del periodo de luz, en tanto, el



pico de BMALL en los individuos del grupo RT tuvo una inversion de fase de 12 h. De tal
forma, hubo diferencias significativas (P < 0.05) entre los grupos AL y RT tanto en la fase de

luz como en la de oscuridad.

Finalmente, hubo una clara oscilacion diaria en la expresion de BMAL1 en el higado (P <
0.01) con un patrén similar al encontrado en la hipéfisis: un pico diurno en la condiciéon AL, en
cambio, en el grupo RT la acrofase fue en la fase de oscuridad (Fig. 9C). Por lo tanto, la
cantidad de BMAL1 durante el periodo de luz y de oscuridad cambi6 significativamente entre
estos dos grupos (P < 0.05). Los grupos F y R no mostraron una variacion diaria en la

expresion de BMALL1, y los valores fueron similares a la condicion RT.
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Figura 9: Expresion diaria de BMAL1 en el estémago, hip6fisis e higado durante la restriccién de alimento. Los
simbolos denotan a los grupos: AL circulos negros, RT cuadros rojos, F triangulo verde y R triangulo invertido
amarillo. El rectangulo guinda indica el tiempo de acceso al alimento (ZT 4 a 6 h). Los datos se representan el
promedio + EEM. La linea horizontal representa el promedio de 24 h. Perfiles diurnos y experimentos de
Western blots representativos de BMAL1 en estémago (A), hipdfisis (B), e higado (C). +P <0.05 RT al ZT 3 hvs
grupo F. Los simbolos denotan *P < 0.05 y **P < 0.01 RT vs. grupo AL en el mismo punto temporal, por prueba
post hoc Bonferroni.

Somatometria

Para estudiar el efecto de la restriccion temporal de alimento en la fase de luz, sobre tejidos
metabdlicos importantes, se midio la proporcion del peso en fresco del 6rgano disectado al
peso corporal (PC). La somatometria del peso del estdmago (con contenido) al PC revel6 un
ritmo claro de 24 h en los grupos AL y RT (Fig. 10A). De acuerdo a observaciones previas
(Martinez-Merlos et al., 2004), encontramos un vaciamiento estomacal lento en el grupo RT y
un grado remarcable de distension del 6rgano. Después de la ingesta (ZT 6 h), se presento
un pico mas de 10 veces mayor que el valor previo (ZT 3 h) en el grupo RT para la
proporcion peso del estdmago/PC, y permaneci6 mas alta en todos los puntos
experimentales excepto preprandialmente durante la AAA al ZT 3 h y al final de la fase de
oscuridad, al ZT 21 h. El valor promedio de esta proporcion a lo largo del periodo de 24 h fué

170% mayor en el grupo RT que en el grupo AL (P < 0.0001), y ésta fue mayor durante las



fases de luz (P < 0.0001) y de oscuridad (P < 0.0001). En los grupos control de condicion de
alimentacion aguda, ocurrio un incremento significativo de 4 veces en la somatometria del
peso del estomago/PC en el ayuno de 22 h y la realimentacién de 2 h (grupo R) contra el
grupo de 22 h de ayuno (grupo F) (P < 0.0001). Sin duda, la distensién del estomago
después de la ingesta es claramente mas evidente en el grupo RT que con un ciclo simple de

ayuno/realimentaciéon (P < 0.0001).

La proporcion hipofisis/PC, no presenta cambios ritmicos en los grupos AL y RT a lo largo del
periodo de 24 h (Fig. 10B). Sin embargo, el grupo AL mostr6 un incremento significativo en la
proporcion hipofisis/PC en la fase de oscuridad que en la fase de luz (P < 0.05), y los valores

nocturnos en el grupo AL también fueron mayores que los del grupo RT (P < 0.05).

La proporcién del peso del higado al PC (Fig. 10C) mostré un ritmo de 24 h en tanto el grupo
AL y el grupo RT. El grupo control AL mostré un incremento de la proporcién peso del
higado/PC durante su periodo de ingesta en la fase de oscuridad (~15%), en tanto en el
grupo RT esta proporcién mostré un cambio de fase de ~12 h hacia el periodo de acceso al
alimento durante la fase de luz. El grupo AL presenté un mayor promedio del peso del
higado/PC que el grupo RT (P < 0.05). Los mayores valores de esta proporcién ocurrieron
durante la fase de luz en el grupo AL (P < 0.01) y durante la fase de luz en el grupo RT (P <
0.0001). Los grupos control de condicién alimenticia (grupos F y R) no mostraron diferencia

alguna, y sus valores fueron mas similares a los que tuvo el grupo RT.

Con respecto a la somatometria del tejido adiposo blanco (WAT) perigonadal el grupo AL
presenté una diferencia intragrupo con un pico al ZT 12 h, aunque sin ajuste Cosinor (P =

0.84), en tanto en el grupo RT no se detectd ritmo (Fig. 10D). Sin embargo la restriccion



temporal en la fase de luz promovié un decremento significativo de la masa del WAT durante
la AAA (ZT 3 h) y también durante la fase de oscuridad en ZT 12, 18 y 21 h con respecto al
grupo AL. El valor promedio de la proporcion de peso WAT/PC en el periodo de 24 h fue 32%
menor en el grupo RT que en el grupo AL (P < 0.0001). Para el grupo AL, esta proporcion
aumento en la fase de oscuridad (P < 0.05), y fue significativamente mayor que en el grupo
RT en diferentes puntos temporales (Fig. 10D) tanto en la fase de luz (P < 0.001) como en la
fase de oscuridad (P < 0.0001). Los valores de los pesos del WAT/PC para los grupos Fy R

no cambid entre ellos y fue similar a los resultados para el grupo RT.
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Figura 10: Somatometria de tejidos periféricos durante la restriccion de alimento. Los simbolos denotan a los
grupos: AL circulos negros, RT cuadros rojos, F triangulo verde y R tridngulo invertido amarillo. El rectangulo
guinda indica el tiempo de acceso al alimento (ZT 4 a 6 h). Los datos se representan el promedio + EEM. La
linea horizontal representa el promedio de 24 h. A: Proporcién estémago/PC, n = 8, #P < 0.0001 prueba t de
Student contra el grupo AL; &P < 0.0001, R contra F; +P < 0.0001, RT al ZT 6 h contra R. B: Proporcion
hipofisis/PC, n = 8. C: Proporcion higado/PC, n = 8-7, #P < 0.05 prueba t de Student contra el grupo AL. D:
Proporcién eTAB bilateral/PC, n = 4, #P < 0.0001 prueba t de Student contra el grupo AL. Los simbolos denotan
*P < 0.05, *P < 0.01 y **P < 0.001 RT contra el grupo AL en el mismo punto temporal seguido de la prueba
post hoc Bonferroni.

Patrones diarios de secrecién del sistema ghrelina, GH, IGF-1

En la caracterizacion de los patrones diarios de la concentracion de ghrelina total en suero
durante el re-alineamiento del OSA y las variaciones comparadas contra el grupo con
alimentacion ad libitum, el grupo AL mostro una variacion diurna de la ghrelina total en suero,
con una mayor concentracion durante la fase de luz (P < 0.01) (Fig. 11A). En contraste, el
grupo RT mostré un patrén secretorio con dos picos en la ghrelina total en suero, uno
durante la AAA (al ZT 3 h), y la otra a la mitad de la fase de oscuridad (al ZT 18 h) (Fig. 11A).
El promedio de la secrecion de ghrelina total en el grupo AL fue 0.97 = 0.05, y para el grupo
RT fue de 1.60 £ 0.12 ng/ml, lo cual implic6 un aumento significativo del 65% contra el grupo
AL vy reflejé6 una mayor concentracién de ghrelina total en tanto la fase de luz (P < 0.05) y la
fase de oscuridad (P < 0.0001). Ademas, el grupo control F mostré6 una mayor concentracion
de ghrelina total en suero que el grupo R, como se esperaba después de un episodio de
ayuno (P < 0.05); sin embargo, esta liberacion de ghrelina total no fue distinta del grupo RT al

ZT 3y al 6 h, respectivamente (Fig. 11A).



Con respecto al estudio de los patrones diarios de los componentes de este sistema
hormonal, en un ciclo de 24 h, la concentracién en suero de GH no mostré algun ritmo en el
grupo AL, debido al protocolo de muestreo usado y a la naturaleza ultradiana del patron de
secrecion e suero de GH en ratas macho (Tannenbaum y Martin, 1976). En contraste, el
valor promedio de la concentracion en suero de GH en el grupo RT fue significativamente
menor que en el grupo AL, a pesar de un pico justo después del acceso al alimento (al ZT 6
h) (Fig. 11B). El valor promedio de las 24 h de la concentracion en suero de GH en el grupo
AL fue 59.38 £ 3.28 ng/ml, y en el grupo RT fue de 40.52 + 2.78 ng/ml, con una disminucién
significativa del 32% (P < 0.0001). No se observaron cambios entre los grupos controles de
condicion alimenticia (F y R). Sorprendentemente, la concentracion en suero de GH al ZT 6 h
durante la RT fue mayor que la concentracion en el mismo tiempo en el grupo R (P < 0.05),
mostrando una diferencia notable como consecuencia de la restriccion temporal de alimento

en la fase de luz, a pesar del similar intervalos de ayuno de ambos grupos.

Con respecto a la caracterizacion de la secrecion de IGF-1 en suero, los grupos AL y RT no
mostraron ritmo. Sin embargo, en paralelo a la concentracion en suero de GH, el grupo RT
mostré un decremento significativo del 30 % en el ciclo de 24 h en la concentracion circulante
de IGF-1 (P < 0.0001) (Fig. 11C). El promedio para el grupo AL fue 2,475 + 110, en tanto en
el grupo RT fue de 1,728 + 101 ng/ml, indicando una menor concentracion de IGF-1 en el
segundo en tanto la fase de luz (P < 0.01) y oscuridad (P < 0.001). No encontramos
diferencias entre los grupos F y R, los cuales tuvieron una concentracion de IGF-1 similar a la

del grupo RT.
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Figura 11: Caracterizacion de la concentracién circulante del sistema ghrelina, GH e IGF-1 durante la
restriccién de alimento. Los simbolos denotan a los grupos: AL circulos negros, RT cuadros rojos, F tridngulo
verde y R tridngulo invertido amarillo. El rectangulo guinda indica el tiempo de acceso al alimento (ZT 4 a 6 h).
Los datos se representan el promedio + EEM. La linea horizontal representa el promedio de 24 h.
Concentraciones en suero de A: Ghrelina total, n = 5-6, #P < 0.0001 prueba t de Student contra el grupo AL; &P
< 0.05 R contra F. B: GH, n = 8 excepto en RT al ZT 9 h n = 4, #P < 0.0001 prueba t de Student contra el grupo
AL; +P < 0.05 RT al ZT 6 h contra R. C: IGF-1, n = 4-5, #P < 0.0001 prueba t de Student contra el grupo AL. Los
simbolos denotan *P < 0.05 y ***P < 0.001 RT contra el grupo AL en el mismo punto temporal por prueba post
hoc Bonferroni.



Caracterizacién de la composicion de ghrelina total

Para evaluar la composicion de la concentracion en suero ghrelina total, i.e. la isoforma
acilada y no acilada ghrelina (AG y UAG, respectivamente) estas fueron medidas en la
misma muestra. La AG en el grupo AL mostré un patron ritmico que tuvo un pico durante la
fase de luz al ZT 3 h (P < 0.05) sin ajuste Cosinor (Fig. 12A). Inesperadamente, el patron del
grupo RT no fue ritmico. Los valores promedio en el periodo de 24 h de AG en suero no
cambiaron entre los grupos, en el grupo AL fue de 91.24 £ 8.97, y para el grupo RT fue de
80.62 £ 8.42 pg/ml, sin cambios entre estos dos regimenes de alimentacion relacionados al
ciclo L/O (Fig. 12A). No hubo diferencias entre los grupos de ayuno y realimentacion y el
grupo RT; sin embargo, en el ayuno agudo, la concentracion en suero de AG fue mayor en el

grupo F que en el grupo R (P < 0.05).

Al analizar la concentracién en suero de UAG, fue similar al patron de secrecion de ghrelina
total, por lo cual el grupo AL no exhibié variaciones durante el dia, en tanto el grupo RT
mostré un patrén con dos picos, al ZT 3y al ZT 18 h, como se observo para la ghrelina total
circulante (Fig. 12B). El valor promedio de la secrecién de UAG fue de 0.96 + 0.06 en el
grupo ALy 1.51 £ 0.11 ng/ml en el grupo RT, significando un incremento del 57% en el grupo
RT (P < 0.0001). Adicionalmente, el grupo RT mostré mas UAG circulante en tanto la fase de
luz (P < 0.05) y oscuridad (P < 0.001). Las ratas del grupo F exhibieron una mayor
concentracion circulante de UAG que el grupo R (Fig. 12B), en tanto la concentracién en
suero de UAG en el grupo F y el grupo R fue similar al del grupo RT en los mismos puntos

temporales.



Para analizar los cambios en las cantidades relativas de AG y UAG circulantes, evaluamos la
proporcion de UAG/AG (Fig. 12C). Cémo esperabamos, la concentracion de UAG sobrepaso
por 7 a 30 veces la concentracion de AG en tanto los grupos AL y RT. Para el grupo RT, la
proporcion UAG/AG fue 66% mayor, en contraste al grupo AL (P < 0.0001) y
significativamente mayor durante la fase luz (P < 0.001), sugiriendo un efecto del tiempo
restringido de acceso al alimento. Interesantemente, la proporciéon UAG a ghrelina total en el
suero fue mayor en el grupo RT, incluso mayor al valor de referencia para roedores bajo
alimentacion Ad libitum (Hosoda y Kangawa, 2004). En contraste, en los grupos control de
alimentacion, la proporcion UAG/AG permanecio inalterada, reflejando el hecho de que los
cambios en esta proporcién son una consecuencia de la restriccion alimenticia en la fase de

luz (Fig. 12C).
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Figura 12: Caracterizacion de la composicién de ghrelina total bajo la restriccion de alimento. Los simbolos
denotan a los grupos: AL circulos negros, RT cuadros rojos, F triangulo verde y R triangulo invertido amarillo. El
rectangulo guinda indica el tiempo de acceso al alimento (ZT 4 a 6 h). Los datos se representan el promedio +
EEM. La linea horizontal representa el promedio de 24 h. Concentracién en suero de A: Ghrelina acilada, n = 4-
5; &P < 0.05 R contra F. B: Ghrelina no acilada, n = 4-5, #P < 0.0001 prueba t de Student contra el grupo AL;
&P < 0.05 R contra F. C: Proporciéon UAG/AG, n = 4-5, #P < 0.0001 prueba t de Student contra el grupo AL. Los
simbolos denotan *P < 0.05 y RT contra el grupo AL en el mismo punto temporal, por prueba post hoc
Bonferroni.

Expresion del receptor de ghrelina acilada, GHSR en hipofisis

Debido a que no hallamos diferencias en la secrecion de ghrelina acilada en el grupo RT
comparado al grupo AL, y para tratar de ahondar en su mecanismo de sefalizacién a nivel
posibles cambios en la presencia de su receptor, estudiamos la expresién proteica del GHSR

(growth hormone secretagogue receptor 1 a) en un tejido blanco, la hipofisis.

A pesar de no haber encontrado diferencias en la concentracion del ligando circulante, la
expresion del GHSR incrementé como consecuencia de la restriccion temporal de alimento.
El perfil diario de la expresion proteica de GHSR en la pituitaria mostré un patron bifasico en
ratas bajo libre acceso al alimento con picos en la mitad de la fase de luz y oscuridad (Fig.

13). En contraste, no se encontrd el ritmo en el grupo RT, aunque un incremento de ~ 40 %



en el promedio de las 24 h en el nivel del GHSR se observo (P < 0.05). Este resultado
provino del promedio total diario de los niveles del GHSR para el grupo AL de 1.25+0.12 y el

grupo RT de 1.75 £ 0.15 AU (unidades arbitrarias) (P < 0.05) (Fig. 13).
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Figura 13: Caracterizacion de la expresién hipofisiaria del receptor de ghrelina acilada bajo la restriccion de
alimento. Los simbolos denotan a los grupos: AL circulos negros, RT cuadros rojos, F triangulo verde y R
tridngulo invertido amarillo. El rectangulo guinda indica el tiempo de acceso al alimento (ZT 4 a 6 h). Los datos
se representan el promedio + EEM. La linea horizontal representa el promedio de 24 h. Expresién hipofisiaria
diaria del GHSR y Western blot representativo, n=4; # P < 0.05 prueba t de Student contra el grupo AL.



Contenido proteico en los tejidos principales de la sintesis del sistema ghrelina, GH-

IGF-1

Posterior a la cuantificacion de la concentracion circulante de ghrelina, GH e IGF-1,
exploramos si la RT promovi6 efectos al nivel traduccional en el contenido hormonal en cada

uno de los 6rganos principales de sintesis, i.e. el estbmago, la hipdfisis y el higado.

En un muestreo de 24 h, el contenido total de ghrelina (las formas AG y UAG) en los grupos
AL y RT no mostraron ritmicidad. Sin embargo, el promedio de las 24 h fué 17 % menor en el
grupo RT (P < 0.05), presentando 1.91 + 0.10 contra el grupo AL 2.30 + 0.14 ng/ug de
proteinas de estomago (Fig. 14A). Adicionalmente, hubo una caida en el contenido de la
ghrelina total en el grupo RT durante la fase de oscuridad (P < 0.05), en contraste al
incremento de la concentracién en suero de ghrelina total observado en este grupo (Fig.
14A). El contenido de ghrelina total de los grupos F y R no varié significativamente, y sus

valores fueron similares a aquellos del grupo RT.

Relativo al contenido de GH en la hipdfisis, los grupos AL y RT no exhibieron modificaciones
a lo largo del dia, pero al ZT 18 h el contenido tisular de GH en el grupo RT fue
significativamente menor que en el grupo control AL (Fig. 14B). El promedio de las 24 h del
contenido de GH en el grupo AL fue de 10.50 £ 0.64, y de 6.70 + 0.34 pg/hipofisis en el grupo
RT, lo cual significé una reduccion del 36% en el contenido de GH (P < 0.01) que fue mas
evidente durante la fase de oscuridad (P < 0.05). No fueron observados cambios en los

grupos control de condiciones agudas de alimentacion.



La concentracion de IGF-1 en el higado no mostré ritmo en los grupos AL y RT. En contraste
a la concentracion de IGF-1 circulante, el promedio de las 24 h del contenido en higado de
IGF-1 fue similar en ambos grupos: 0.197 + 0.015y 0.194 £ 0.017 ng/ug de proteina hepéatica
en los grupo AL y RT, respectivamente. No encontramos diferencias en los grupos control F y
R, pero al ZT 3 h, el valor mostrado por el grupo F fue mayor que para el grupo RT (Fig.

14C).
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Figura 14: Caracterizacion del contenido proteico de las hormonas ghrelina, GH e IGF-1 bajo la restriccién de
alimento. Los simbolos denotan a los grupos: AL circulos negros, RT cuadros rojos, F triangulo verde y R
triangulo invertido amarillo. El rectangulo guinda indica el tiempo de acceso al alimento (ZT 4 a 6 h). Los datos
se representan el promedio + EEM. La linea horizontal representa el promedio de 24 h. A: Contenido de
ghrelina total en el estémago, n = 4, #P < 0.05 prueba t de Student contra el grupo AL. B: Contenido de GH en
la hipofisis, n = 4, #P < 0.01 prueba t de Student contra el grupo AL. C: Contenido de IGF-1 en el higado, n = 4,



+P < 0.05 RT al ZT 3 h contra el grupo F. Los simbolos denotan ***P < 0.001 RT contra el grupo AL en el mismo
punto temporal, por prueba post hoc Bonferroni.

“Victory belongs to the most persevering”. Napoledn Bonaparte.

10. Discusioén

La presente seccidn de Discusion de este proyecto, esta subdivida en los hallazgos
relacionados a las hormonas estudiadas en el eje hormonal: sistema ghrelina, GH e IGF-1,
asociados con el acceso al alimento de forma invertida y restringida, una maniobra

experimental para inducir la emergencia del OSA en ratas.

Relacion entre laingesta de alimento y el crecimiento corporal

Durante los 21 dias de experimentacion, las ratas del grupo RT tuvieron un lento incremento
en el peso corporal, siendo 32 % menor que el grupo AL en el dia 21 de experimentacion; sin
embargo, al dia 21 los individuos de este grupo ingirieron el doble de la cantidad de alimento
en comparacion con el dia 1 (Fig. 8A y B), en este sentido, la conducta de alimentacion y las
adaptaciones en este grupo ocurrieron en etapas y a pesar de la diferencia significativa de un
menor peso corporal e ingesta diaria de alimento contra el grupo control, la proporcion de
estos dos paradmetros no cambia entre los dos grupos. Adicionalmente, como fue reportado
por Honma, et al., 1983, al analizar el promedio de la ingesta de alimento por cada 100 g de

PC, el valor para las ratas del grupo AL fue de 9.6 y para las ratas del grupo RT de 8.7, al



final de la semana 3, no hubo diferencias significativas entre estos dos grupos
experimentales, coincidente con observaciones no publicadas en nuestro grupo de trabajo

(Molina-Aguilar, et al., 2014).

Expresion de BMALL en tejidos periféricos

La expresion de la proteina reloj BMAL1 fue evaluada como un marcador de sincronizacion al
alimento en osciladores periféricos, debido a que la alimentacién restringida es un zeitgeber
0 sincronizador (i.e. sefial ambiental que acopla 6 sincroniza los ritmos biolégicos en un

organismo).

La expresion diaria de BMALL es un parametro de como la maquinaria de cronometraje local
circadiano en cada tejido estudiado, funcioné en relacion al tiempo de acceso al alimento, el
cual es capaz de sincronizar distintos osciladores periféricos. Se conoce que BMAL1
participa en la regulacion de la proliferacién celular, en mantener la normoglucemia y el
metabolismo de lipidos, debido a que influencia blancos moleculares en muchos tejidos,
incluyendo el higado y la glandula pituitaria (Schmutz, et al., 2012; Guillaumon, et al., 2012),
lo cual sugiere que las modificaciones en la fase de BMALL podrian impactar en distintos
procesos en los tejidos estudiados. Adicionalmente, afectaciones en el reloj circadiano en el
sistema endocrino ha sido asociado a enfermedades como la diabetes la obesidad

(Macheva, et al., 2010).

La cantidad relativa promedio de BMALL1 a lo largo del dia en el estdmago, hipdfisis e higado
fue la misma, entre los grupos AL y RF, los cambios que encontramos fueron al nivel de su
patron de expresion. La expresion de BMALL en el grupo AL mostro una clara ritmicidad: un

pico en la fase de luz en la hipofisis e higado, pero también un incremento sutil en la



transicion luz-oscuridad en el estomago (Fig. 9). Esta ritmicidad fue modificada por el
protocolo de RT, el cual principalmente promovié un cambio de fase de BMAL1 en el
estbmago (Fig. 9A). Este patron modificado, es consistente con los reportes de la influencia
de un horario de alimentacion restringida en el sistema circadiano (Girotti, et al., 2009). Se ha
estudiado la expresion de BMAL1 a nivel de su mRNA ¢ proteinas en ratones con libre
alimentacion y en ambos estudios se ha encontrado un ritmo circadiano en el estbmago
(Mazzoccoli, et al., 2012; Hoogerwerf, et al., 2007), sin embargo, no existen reportes con

acercamientos similares en ratas.

La complejidad en los patrones de secrecion diarios de estas hormonas, puede ser explicada
parcialmente por el reloj circadiano, pero otros factores deben ser considerados, que estén
implicados en esta regulacién como por ejemplo los ciclos de actividad/reposo y de ayuno/re-

alimentacion.

Especificamente en células oxinticas, los ritmos de PER1, PER2 y ghrelina son
sincronizados por sefales relacionadas al alimento mas que al ciclo LO (LeSauter, et al.,
2009), lo cual sugiere fuertemente la participacion de BMAL1 como parte de este proceso de
sincronizacion, ya que la expresion de ambas proteinas PER resulta de la induccién

transcripcional por BMALL1.

Modificaciones en la somatometria de érganos periféricos

El acercamiento macroscopico a nivel del estudio somatométrico de los individuos en
experimentacion, abarcO los pesos del tejido de interés relacionados al peso corporal, un

pardmetro cominmente usado para el analisis del peso de un érgano en relacion a este, para



asociarlo a posibles diferencias en el PC (Bailet, et al.,, 2004), en el presente estudio,
reportamos las mediciones en funcion del PC dado que las ratas en RT son menores de
tamafo que las ratas del grupo AL. Estudiamos no sélo el crecimiento somatico que es
regulado por GH e IGF-1 (Kaplan y Cohen, 2007), sino también cambios de peso

relacionados a las variaciones en la fase del proceso digestivo.

Durante el protocolo de alimentacion restringida, encontramos una remarcable hiperfagia,
distension estomacal y un lento vaciamiento gastrico, como habia sido reportado (Martinez-
Merlos, et al., 2004; Lima, et al., 1981) y fue confirmado en el presente estudio (Fig. 10A).
Debido a que el vaciamiento del quimo tomo6 ~18 h, las ratas bajo el esquema de restriccion
temporal de alimento, tuvieron éste disponible hasta unas horas previas al acceso a la
alimentacion. Interesantemente, el inicio de la AAA coincide con el vaciamiento por completo
de la camara del estbmago. A pesar de que la distensién aguda gastrica por si misma no
afecta secrecion de ghrelina, queda por ser estudiado, si una distensién estomacal mucho
més croénica (varios dias) podria influenciar la concentracién en suero de ghrelina total o la
proporcion de UAG/AG circulante, ya que ambas condiciones fueron observadas en nuestro

estudio.

La alimentacion inversa a largo plazo (i.e. privacion nocturna del alimento y alimentacion
durante la fase luz) promovi6 la reduccién en el peso de la glandula pituitaria aunque no
proporcional al peso corporal, aunado a una supresion de la GH en suero (Glad, et al., 2011).
Los grupos AL y RT no mostraron variaciones en la proporcion peso de la glandula
pituitaria/PC (Fig. 10B), esto en acuerdo con estudios en los cuales se ha mostrado que la
proporcién de esta glandula al peso corporal se mantiene estable (Bailey, et al., 2004). Sin

embargo, en el presente estudio, el peso promedio de la hipdfisis fue 22% menor en las ratas



RT (P < 0.0001). Esta reduccion significativa, deja abierta la pregunta de si la disminucién en
el tamafo afecta la adeno y neurohipdfisis equitativamente, o si esta altera la proporcion de

las subpoblaciones celulares de la adenohipdfisis.

El higado es un drgano cardinal en el contexto de la emergencia del OSA, dado su papel
como el centro crucial del metabolismo de nutrientes, ya que sensa y regula el estado
energeético del organismo (Aguilar-Roblero y Diaz-Mufioz, 2010). Previamente, se reporté que
la RT estd asociada con cambios en la proporcién higado/PC y el contenido hepético de
agua a ciertos puntos temporales en la fase luz (Diaz-Mufioz, et al, 2000). En el presente
estudio, esta serie de datos comprendi6 un ciclo completo de 24 (Fig. 10C), encontramos que
la RT so6lo promueve un cambio de fase en la proporcion higado/PC con el valor maximo
varias horas después de la ingesta del alimento. Este resultado indica que la somatometria
del higado estd relacionada a la alimentacion, pero es independiente del horario de
alimentacion y del contenido estomacal. Se han reportado adaptaciones bioquimicas en el
higado en las ratas con restriccibn temporal de alimento en la fase de luz y un cambio
metabdlico en la dependencia de combustibles de carbohidratos a lipidos (Escobar, et al.,
1998; Baez-Ruiz, et al., 2005; Diaz-Mufoz, et al., 2010). Adicionalmente, el estudio de la
expresion proteica hepatica de receptores activados de proliferacion de los peroxisomas
(PPAR), revel6 que la isoforma v, la cual regula el metabolismo de triacilglicéridos y controla
la esteatosis hepatica, aumenta su proporcion durante la emergencia del OSA, en particular
pre y posprandialmente (Rivera-Zavala, et al, 2011).Tomando en cuenta todos los hallazgos,
el higado es claramente un Organo clave en las respuestas metabdlicas y fisiol6gicas
caracteristicas del re-alineamiento que ocurre en el OSA asi como el sitio de sintesis de IGF-

1, estimulada por GH.



Con respecto al tejido adiposo blanco (TAB) es otro tejido altamente activo metabdlicamente
e importante, complejo y la fuente de varias adipocinas (Wang, et al., 2008). Hay una
heterogeneidad considerable entre los varios tipos de tejido adiposo, por ejemplo, el visceral
esta asociado especialmente con la resistencia a la insulina, diabetes mellitus, el sindrome

metabdlico y un incremento en la mortalidad (Tran y Kahn, 2010).

En la rata, el TAB perigonadal muestra una expresion de genes relacionados a la lipogénesis
y lipdlisis asi como una respuesta rapida al ayuno (Wronska, et al., 2012). Ademas la
secrecion de leptina es mayor del TAB subcutaneo que el visceral, y la concentracion
circulante diurna de leptina durante la RT esta reducida, pero tiene un pico después del
acceso al alimento (Martinez-Merlos, et al., 2004). Elegimos cuantificar el TAB perigonadal
como un acercamiento para elucidar su papel y como blanco de los reguladores endocrinos
como GH, IGF-1 y UAG ya que: 1) El IGF-1 tiene un papel adipogénico, promoviendo la
diferenciacion de preadipocitos a adipocitos, en parte a través de la activacion cruzada del
IGF-1R por la insulina (Rosen y Spiegelman, 2000); 2) la GH incrementa el numero de
células precursoras de adipocitos, pero reduce el volumen de adipocitos maduros, por medio
de la lipdlisis (Bluher, et al., 2005; Feve, 2005); 3) la GH inhibe la diferenciacion de pre-
adipocitos epididimales primarios (Delhanty, et al., 2010); y 4) la UAG tiene una accion
catabolica en TAB perigonadal, un depdsito en este modelo, menos sensible a
modificaciones en la masa via AG (Delhanty, et al., 2010; Wells, 2009). En el presente
estudio, la RT promovié una reduccion total en la proporcion de este tejido (Fig. 10D) que
podria ser una consecuencia de algunos de los efectos en el TAB de algunas de las

hormonas aqui estudiadas; probablemente predomina un estado catabodlico asociado a la



UAG, dado que la concentracién circulante diurna fue mayor durante la RT, en tanto las

concentraciones de IGF-1 y GH fueron menores.

Caracterizacién de la concentracion en suero de ghrelina total, GH e IGF-1

Relacionado a los patrones diarios, el perfil diurno de la ghrelina total circulante en rata ha
sido reportado previamente (Bodosi, et al, 2004). Consistente con su papel como un factor
orexigénico, el grupo AL mostré mayor concentracion durante la fase de reposo y el grupo F
debido al ayuno. En efecto, el grupo control AL en nuestro protocolo experimental, desplegé
un patrén ritmico en la concentracién de ghrelina total en suero (Fig. 11A). Este patrén fue
cambiado completamente por el protocolo de RT en dos aspectos principales: 1) el ritmo de
24 h fue bifasico, con un pico previo a la alimentacion y un segundo pico en la primera mitad
de la fase de oscuridad; 2) la concentracion of ghrelina fue ~70% mayor cuando se promedi6
en el periodo de 24 h. Estos resultados implican que la duracion de la alimentacion
restringida afecta el papel regulador del reloj molecular de la célula oxintica, asi como el
proceso de sintesis/secrecion de la ghrelina total. Dado que el contenido en el estbmago de
ghrelina total no incrementd en el grupo RT (Fig. 14A), el aumento en la ghrelina total
circulante es debido a una secrecidon potenciada por tanto el esttmago ¢ una fuente
alternativa. La biosintesis de ghrelina en el revestimiento de la mucosa del estdmago
depende del estado nutricional (S6nmez, et al, 2007). Otro efecto sorprendente en el estado
de ghrelina, fue que el incremento de la hormona circulante total, fue explicado

exclusivamente por un incremento de la ghrelina no acilada (Fig. 12B). En consecuencia, la



proporcion UAG/AG fue mucho mayor en el grupo RT (Fig. 12C). Importantemente, se ha
demostrado que la UAG puede ejercer acciones fisiologicas a través de receptores
alternativos a la ghrelina acilada pero que aun se desconocen (Delhanty, et al., 2009). Se ha
reportado que la acilacion de ghrelina y su secrecion pueden ser reguladas por separado y la
UAG parece ser secretada en una forma altamente regulada en respuesta a privacion
calorica que podria ser relacionada al metabolismo de glucosa (Kirchner, et al., 2009). Por lo
tanto, basados en reportes de las consecuencias fisiolégicas de una infusidon continua de
UAG, se ha sugerido que la alta concentracion de UAG (la cual se ha asociado a la RT)
podria mejorar el metabolismo de glucosa e inhibir la lipdlisis, desplegando asi efectos
hipoglucemiantes (Benso, et al, 2012). De hecho, nuestro grupo de trabajo ha observado un

estado hipoglucémico en ratas bajo la RT (Pérez-Mendoza et al., 2014).

La secrecién de GH es pulsatil, y en ratas, con un ritmo ultradiano de ~3.3 h que depende de
la ingesta de alimento (Tannenbaum et al., 1976; Bruno, et al., 1990). No detectamos
ritmicidad en el patrén circulante de GH en las ratas AL (Fig. 11B), debido al parecer a la
gran variabilidad individual, la secrecion de GH pulsétil (Tannenbaum et al., 1976), pero
explicado principalmente por el teorema de Nyquist-Shannon, el cual establece que para
detectar un ritmo ultradiano de ~3 h, la frecuencia de muestreo tiene que ser de
aproximadamente 1.5 h (Wescott, 2010). Ciertamente, nuestro muestreo no cubrié esa
frecuencia, asi que no fue posible detectar la naturaleza ultradiana de la secrecién de GH en

la rata macho.

Sin embargo, el protocolo de RT promovio dos cambios significativos: 1) una reduccion en la
concentracion promedio de GH sérica sobre el muestreo de 24 h, y 2) el establecimiento de

un patrén oscilatorio con un pico de GH después de la alimentacion (ZT 6 h), efecto que no



fue debido a sdlo un ciclo de ayuno-realimentacion, sino por la sincronizacion, después de 21

ciclos, al periodo de disponibilidad de alimento (Fig. 11B).

La secrecion de GH in vivo o in vitro es dependiente de factores metabdlicos y humorales, y
es regulada de una manera compleja (Giustina y Veldhius, 1998). Se conoce que los acidos
grasos libres (AGL) circulantes inhiben la secrecion GH, y durante la AAA (al ZT 3 h) se
observé un pico de AGL en el grupo RT (Escobar, et al., 1998; Rivera-Zavala, et al., 2011).
Los bajos valores en sangre de GH, podrian ser explicados por una exposicién de 3 semanas
a glucocorticoides altos, dado su efecto negativo en la secrecion de GH, de forma cronica
(Giustina y Veldhius, 1998), una condicion reportada en la RT (Luna-Moreno, et al., 2009).
Otros factores con influencia en la secrecion de GH en nuestro protocolo experimental, son la
proporcibn de GHRH y somatostatina, las cuales ejercen efectos positivos y negativos,
respectivamente. Se reportd que después de 3 dias de privacion de alimento en ratas, hay
una reduccion masiva del mMRNA de GHRH en el hipotalamo, sin efecto en la expresion del

MRNA de somatostatina y es revertido por la realimentacion (Bruno, et al., 1990).

El incremento de la secrecion GH visto después de la alimentacion (al ZT 6 h) en el grupo RT
no es facil de explicar, dada la accion inhibitoria de la insulina en la secrecién de GH (Ji, et
al., 1999). Particularmente, el paradigma de RT, promueve un aumento de insulina posterior
al alimento al ZT 6 h (Pérez-Mendoza, et al., 2014). Una explicacion tentativa es que la
regulacion reostatica asociada a la RT, podria estar alterando la sefalizacién por JAK2 y
STAT5B, proteinas que median la inhibicién por insulina en la secreciéon de GH (Ji, et al.,
1999). Sin embargo, el fallo aparente de la insulina de disminuir la GH en suero, no es
suficiente para explicar el incremento de esta, y la posibilidad de una accién coordinada de

un incremento directo en la secrecién/sintesis de GH pudiera ser considerado. La glucosa en



contraparte, en ratas a diferencia de la regulacion de la secrecion de GH e seres humanos,
tanto las condiciones de hiperglucemia e hipoglicemia suprimen la secrecion de GH
(Tannenbum, et al., 1976; Murao, et al., 1994), nuevamente la tendencia a la hipoglicemia en
las ratas bajo RT podria ser otro factor que impacta en la supresion de los niveles de GH

circulante.

Caracterizacion de la concentraciéon en suero de las isoformas de ghrelina y estudio de

la expresion de su receptor en hipofisis

El ayuno por 21 h incrementa la ghrelina total circulante asi como las concentraciones de AG
y UAG, las cuales regresan a valores basales después de 2 h de realimentacion (Fig. 12A 'y
B). Sin embargo, la proporcion de UAG/AG en el ayuno simple y condiciones de
realimentacion permanecieron sin cambios, en contraste a los hallazgos en las ratas RT, en
las cuales esta proporcién increment6 2 veces sobre el periodo de 24. En modelos con
alimentacion inversa (en toda la fase luz), la concentracidbn en plasma de ghrelina total
disminuy6 durante la fase de luz (Glad et al.,, 2011) e increment6 al final de la fase de
oscuridad (Bodosi, et al., 2004). Interesantemente, la UAG, la isoforma de ghrelina que fue

potenciada en el protocolo de RT, podria modular también el eje GH-IGF-1.

En ratones transgénicos con aumento en la expresion de la UAG, esto provoca una
reduccion del TAB epididimal y en la velocidad de vaciamiento gastrico (Asakawa, et al.,
2005). Estas ultimas condiciones, fueron observadas en nuestro modelo con RT (Fig. 10A y
D, y Fig. 12C). Hallazgos usando otro modelo de ratones transgénicos con sobreexpresion

de UAG, también se parecen a lo que encontramos en el presente estudio a cerca de la los



niveles circulantes de GH e IGF-1 durante la RT, i.e., la UAG impacta en el eje GH-IGF-1
disminuyendo la concentracion circulante de ambas hormonas y el peso corporal de las ratas

(Zhang, et al., 2008).

En ratas bajo un esquema de alimentacién normal, el estbmago contiene una mezcla de AG
y UAG, principalmente la segunda. De hecho, de hecho encontramos una pequefia
disminucién de la ghrelina total almacenada durante la RT, sugiriendo que la RT promueve
principalmente la secrecion de ghrelina total sin un rapido incremento en su biosintesis. Sin
embargo la expresion genética de GOAT y su actividad, deben ser consideradas como un
componente y mediador de los efectos observados y del sistema ghrelina y su impacto sobre
la proporcion UAG/AG deberia de ser tomado en cuenta en las condiciones de RT. La
inhibicién de la actividad de GOAT, por un péptido sintético haciendo menor la proporcién
AG/UAG (Barnett, et al., 2010), teniendo efecto metabdlicos benéficos en ratones. Aunado a
GOAT las enzimas que desacilan ghrelina como la paraoxonasa y la lisofosfolipasa |

(Veldhuis y Bowers, 2010) son otra pregunta abierta para su estudio.

Relativo a la interrelacion entre la secrecion de GH y su regulacién por las isoformas de
ghrelina, la AG potencia la liberaciéon de GH asi como el consumo de alimento, sin embargo,
no encontramos cambios en la AG en sangre en el grupo RT en el presente estudio, en tanto,
cuando evaluamos la expresion proteica de su receptor el GHSR en la hipdfisis, esta
incrementd durante la RT (Fig. 13), sugiriendo que la sefalizacion por AG podria estar
afectada por la restriccion de alimento. Importantemente, el GHSR ha sido considerado como
un regulador positivo de la expresion de neuronas GHRHérgicas, siendo otro mecanismo de
la potenciacion de la secrecion de GH por AG en el nacleo arcuato (Mano-Otagiri, et al.,

2006), aspecto que permanece por ser explorado en nuestro modelo.



En contraste, se ha sugerido que la UAG podria perjudicar la secrecion de GH (Glad, et al.,
2011), en acuerdo con nuestros resultados y con las mayores concentraciones de UAG
durante la RT (Fig. 12B). Modelos en roedores mutantes o modelos KO de ghrelina y el
GHSR, constituyen un valioso modelo para disectar los efectos metabdlicos y endocrinos de

las isoformas de ghrelina en la emergencia del OSA.

Estudio del contenido de ghrelina total, GH e IGF-1 en sus principales sitios de sintesis

La GH almacenada en la hipdfisis se midié para buscar cambios en la biosintesis de GH
durante la emergencia del OSA. El promedio de las 24 h en el contenido hipofisiario de GH
fue menor, especialmente al final de la fase de oscuridad en el grupo RT (Fig. 14B). A pesar
de que el ayuno y la alimentacion hipocal6rica en modelos murinos lleva a una reduccion en
el almacenamiento de GH, durante la emergencia del OSA, las adaptaciones metabdlicas
son diferentes de aquellas observadas en un ayuno simple de 24 h (Rivera-Zavala, et al.,
2011). Por lo tanto, la RT en la fase de luz regula a la baja la sintesis y secrecion de GH, y
sensibiliza el sistema para responder con un incremento posprandial a un nivel de secrecion.
Actualmente estamos realizando estudios con un acercamiento molecular para analizar la
expresion del mMRNA de GH, encontramos que hay un pico del mMRNA de GH en el ZT 3h en

el grupo RT, que precede al incremento de GH circulante.

Nuestros resultados muestran que las concentraciones circulantes de tanto GH como IGF-1
disminuyeron (Fig. 11B y C), pero no observamos una disminucion paralela en el contenido
hepatico de IGF-1 (Fig. 14C). Por lo cual, en tanto que la RT promovié una reducciéon en la
sintesis y secrecion de GH, solo el proceso de secrecion fue modificado para IGF-1. Una

reduccion del IGF-1 circulante fue reportada en condiciones ayuno (Katz, et al., 2002). En



contraste a la secrecion de IGF-1, el contenido de la proteina almacenada en el higado fue la
misma para los grupos AL y RT, lo cual podria ser explicado en parte por el lento recambio
del mMRNA hepatico para IGF-1 (Scott, et al., 1985). Un punto por ser explorado es si el
protocolo de RT altera las proteinas de union a IGF-1 (IGFBPs). Datos no publicados de
resultados de un estudio de microarreglos de DNA por nuestro grupo de trabajo, indican una

disminucién significativa IGFBP5 en el grupo RT, antes del acceso alimento.

El oscilador sincronizado por alimento y las adaptaciones reostaticas del sistema

ghrelina-GH-IGF-1

La duracién de la alimentacion restringida es el zeitgeber dominante para relojes periféricos y
puede desacoplarlos del NSQ; el OSA, el cual es semi-independiente del oscilador
sincronizado por luz, es realineado y forma la base adaptaciones conductuales (AAA) y

fisiologicas en la ritmicidad circadiana (Stephan, 2002).

Los mecanismos especificos que subyacen a la modulacion, sincronizacion y funcionamiento
del OSA no se han elucidado por completo. Mas que ser un sustrato anatémico Unico, el
OSA implica una red de estructuras del sistema nervioso y sefiales endocrinas que regulan el
balance de energia y la conducta de alimentacion, incluyendo componentes hipotalamicos y
otras areas del SNC, y érganos periféricos (Blum et al., 2012). El OSA podria ser un sistema
emergente adaptativo, en el cual los mecanismos reostaticos/alostaticos estan integrados en
una red interconectada de estructuras cerebrales y 6rganos periféricos oscilando con asas de
retroalimentacion en respuesta a la disponibilidad de alimento limitado temporalmente

(Aguilar-Roblero y Diaz-Mufioz, 2010; Blum et al., 2012).



Al respecto del papel in vivo, de la hipdfisis y de la GH en el OSA, ratas hipofisectomizadas
desplegaron la AAA (Davidson y Stephan, 1999), aunque cabe resaltar que son necesarios
estudios bioquimicos para evaluar el estado metabodlico de estas ratas y nuestro estudio
apuntala cambios diarios del eje GH-IGF-1 durante la sincronizacién por alimento. Por el otro
lado, se propone que las células gastricas oxinticas podrian estar actuando como parte del
mecanismo del oscilador sincronizado por alimento, ya que mostraron cambios dependientes
del periodo de alimentacion en los componentes del reloj molecular (Blum et al., 2009;
LeSauter et al., 2009), adicionalmente en nuestro estudio encontramos de forma novedosa
gue es la isoforma de ghrelina la UAG la que predomina de forma circulante y deja la

posibilidad de explorar sus posibles funciones en la sincronizacion por alimento.

La posible aplicacion de la hora de alimentacion como una téctica experimental para
reorganizar osciladores periféricos para ameliorar ciertas patologias esta en crecimiento,
debido a que la pérdida de organizacién temporal esta asociada con el establecimiento de
algunas enfermedades metabdlicas (Salgado-Delgado et al., 2010). Recientemente, se ha
mostrado que en ratones sometidos a dietas altas en grasas, la alimentacién temporal
restringida por 8 h durante la fase de oscuridad podria ser una intervencion no farmacologica
para prevenir desordenes metabdlicos y obesidad como resultado de la reprogramacion y
optimizacion de los mecanismos moleculares del metabolismo de energia y la regulacion del

peso corporal (Hatori et al., 2012).

Usando el paradigma de RT, nuestro estudio revela cambios de fase y reajustes metabdlicos
en las concentraciones circulantes de las hormonas sensoras de nutrientes UAG, GH e IGF-1
bajo la emergencia del OSA. Por otro lado, no encontramos asociacion entre la

concentracion en suero de AG y GH, aunque si una reduccion en el funcionamiento de parte



del eje somatotropico GH-IGF-1. También hubieron cambios en la biosintesis de ghrelina
total y GH almacenadas en el estbmago y glandula pituitaria, respectivamente. Concluimos
gue las modificaciones del sistema ghrelina, GH, e IGF-1 son un componente de la respuesta
adaptativa endocrina y metabdlica que es suscitada durante la restriccion temporal en la fase

de luz y la actividad aumentada del OSA.



“Overemphasis on the competitive system and premature specialization on the ground of immediate usefulness
kill the spirit on which all cultural life depends, specialized knowledge included. It is also vital to a valuable
education that independent critical thinking be developed in the young human being, a development that is
greatly jeopardized by overburdening him with too much y with too varied subjects (point system).
Overburdening necessarily leads to superficiality. Teaching should be such that what is offered is perceived as a
valuable gift and not as a hard duty”. Albert Einstein.

11. Conclusiones

- La alimentacion restringida en la fase de luz en ratas por tres semanas, es una maniobra
experimental que desacopla el oscilador sincronizado por luz y emerge el oscilador

sincronizado por alimento, cdmo ha sido reportado por nuestro grupo de trabajo y otros.

- Nuestro estudio revelé modificaciones en la conducta de alimentacion, hiperfagia y lento
vaciamiento gastrico; ganancia de peso corporal, cambios de fase en higado e hipdfisis de la
proteina reloj BMALL, resultd en una inversion de fase del ritmo diario del peso del higado y
una reduccion del peso del pTAB y cambios en los patrones diarios de las concentraciones
circulantes de las hormonas sensoras de nutrientes UAG, GH e IGF-1 en la emergencia del
OSA. Este ajuste reostatico también incluyéo cambios en el contenido proteico de ghrelina

total y GH.

- No encontramos relacion entre la concentracion en suero de AG y GH, aunque si cambios
en el contenido proteico de del receptor GHSR hipofisiario, sin embargo encontramos una

reduccion en el funcionamiento del eje GH-IGF-1.



- Concluimos de forma general y sugerimos que las modificaciones del sistema ghrelina, GH
e IGF-1 son un componente de la respuesta adaptativa endocrina y metabodlica que es
provocada durante la restriccion temporal de alimento en la fase de luz y actividad
aumentada del OSA y que forman parte del modelo distribuido que lo conforma y la

regulacion endocrina dentro del OSA.



“In the long history of humankind (and animal kind, too) those who learned to collaborate and improvise most

effectively have prevailed” Charles Darwin.

12. Perspectivas

- Estudiar el eje somatotropico a nivel hipotalamico por PCR cuantitativo, para detectar en
hipotdlamo el mMRNA de la hormona liberadora de la hormona de crecimiento, somatostatina
y el GHSR y de GH en hipdfisis para evaluar los cambios en este eje durante la restriccion

temporal de alimento en la fase de luz en ratas.

- Analizar las adaptaciones metabdlicas de los lipidos, en particular de triacilglicéridos en
higado y tejido adiposo blanco perigonadal asociados a blancos regulados por GH (enzimas)

y la participacién del GHR.

- Disefar experimentos para dilucidar la sefializacién de las hormonas en sus 6Organos

blancos y la regulacion del metabolismo de carbohidratos y lipidos in vivo 6 in vitro.



“If you wish success in life, make perseverance your bosom friend, experience your wise counselor, caution your
elder brother and hope your guardian genius”. Joseph Addison.
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