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RESUMEN 

Los ritmos biológicos son fenómenos que ocurren en periodos de tiempo regular. 

Además del núcleo supraquiasmático, estructura considerada como el reloj central, 

existen relojes alternativos que se encuentran en diferentes tejidos periféricos u órganos, 

como el tejido adiposo o el hígado. Estos osciladores periféricos se pueden sincronizar 

al acceso de alimento. Los organismos requieren cambios fisiológicos y conductuales 

que les permiten anticipar los períodos de alimentación. En este contexto, el hígado se 

convierte en un órgano crucial para la administración de los recursos energéticos que 

subyacen a la ritmicidad circadiana durante los horarios de alimentación restringida. El 

oscilador sincronizado por el alimento (OSA) permite una administración óptima de los 

nutrientes y temporiza al sistema cuando se restringe el acceso del alimento. Una clave 

para la comprensión de los mecanismos fisiológicos que subyacen a estos cambios es el 

estudio de los transmisores químicos como el glutamato y la serotonina. La serotonina 

es una amina biogénica con funciones múltiples en diversos órganos, como 

neurotransmisor en el sistema nervioso central y como hormona en los tejidos 

periféricos. En el hígado, la presencia de la serotonina se ha relacionado con la 

contracción de los vasos sanguíneos, la regeneración y algunos procesos inflamatorios. 

El objetivo de este estudio fue caracterizar el sistema serotoninérgico en el hígado de la 

rata durante la expresión del OSA. Nuestro protocolo experimental incluyó cuatro grupos 

de ratas donde se cuantificó la serotonina, el triptófano y el 5-hidroxitriptofano por HPLC; 

además, la expresión del RNAm, cantidad y actividad de la proteína triptófano 

hidroxilasa-1 fueron estudiadas mediante técnicas bioquímicas y moleculares. Así como 

la cantidad y la expresión de dos receptores (5HT1A y 5HT2C). Los resultados mostraron 
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que la presencia de la serotonina en hígado y sangre es similar en el grupo ad libitum; 

donde se encuentran cantidades altas durante el periodo de luz y bajan durante la fase 

de oscuridad. En contraste, durante la expresión del OSA los patrones de serotonina en 

sangre e hígado son notoriamente diferentes, en su mayoría pierden esa ritmicidad y los 

valores son más bajos. El mismo fenómeno se produjo con la cantidad y la actividad de 

la triptófano hidroxilasa. Mientras que la cantidad de los receptores 5HT1A como 5HT2C, 

muestran una clara variación diaria contraria a los parámetros antes descritos. Lo que 

sugiere mecanismos de regulación y señalización intracelular en ambas condiciones. 

Estos resultados indican que: 1) la serotonina es sintetizada dentro del hígado y muestra 

fluctuaciones diarias en su metabolismo, 2) el triptófano, la presencia de la serotonina, la 

actividad enzimática de la TPH-1, así como la presencia de serotonina en suero, plasma 

y los receptores de serotonina muestran una variación coordinada durante las 24-h en el 

grupo con alimentación ad libitum y 3) las oscilaciones diarias se pierden y / o atenúan 

en el protocolo de alimentación / expresión del OSA. Estos datos concluyen que existe 

un sistema serotoninérgico en el  hígado que se regula de forma diaria; además de que 

existen adaptaciones en el metabolismo y manejo de la serotonina asociados con la 

fisiología del OSA.   
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ABSTRACT 

Biological rhythms are phenomena that occur in regular time periods. Besides the 

suprachiasmatic nucleus, structure considered as the master clock, there are alternative 

clocks found in various peripheral tissues or organs such as adipose tissue or liver. 

These peripheral oscillators can be synchronized to access food. Organisms require 

physiological and behavioral changes that allow them to anticipate feeding periods. In 

this context, the liver becomes crucial for the management of energy resources that 

underlie circadian rhythmicity during times of restricted feeding organ. Food Entrainment 

Oscillator (FEO) allows optimum nutrient management and timed access to the system 

when food is restricted. A key to the understanding of the physiological mechanisms 

underlying these changes is the study of chemical transmitters such as glutamate and 

serotonin. Serotonin is a biogenic amine with multiple functions in various organs, as a 

neurotransmitter in the central nervous system and as a hormone in peripheral tissues. In 

the liver, the presence of serotonin has been linked with the contraction of blood vessels, 

regeneration, and certain inflammatory processes. The objective of this study was to 

characterize the serotonergic system in the rat liver during expression of FEO. Our 

experimental protocol included four groups of rats was measured where serotonin, 

tryptophan and 5-hydroxytryptophan by HPLC; Additional mRNA expression, amount and 

activity of tryptophan hydroxylase-1 protein were studied using biochemical and 

molecular techniques, as the amount and expression of two receptors (5HT1A and 

5HT2C). The results showed that the presence of serotonin in blood and liver is similar in 

the ad libitum group; high during the light period and down in the dark phase. In contrast, 

the expression of FEO showed patterns of serotonin in blood and liver clearly different, 
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mostly lose the rhythmicity and values are lower. The same phenomenon occurred with 

the amount and ac tivity of tryptophan hydroxylase. While the amount of 5HT1A and 

5HT2C, showed a clear daily variation contrary to the parameters described above. 

Suggesting mechanisms of regulation and intracellular signaling in both conditions. 

These results indicate that: 1) serotonin is synthesized in the liver and shows daily 

fluctuations in metabolism, 2) tryptophan, the presence of serotonin, the enzymatic 

activity of the TPH-1 and the presence of serotonin in serum, plasma and serotonin 

receptors show a variation coordinated of 24-h in the group fed ad libitum and 3) daily 

variations are lost and / or attenuated in a feeding protocol / expression of FEO. This 

data concludes that there is a serotonin system in the liver and is regulated on a d aily 

basis; besides there adaptations in metabolism and handling serotonin physiology 

associated with FEO. 
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INTRODUCCIÓN 

  

RITMOS BIOLÓGICOS 

GENERALIDADES  

Debido a la rotación de la tierra, los organismos estamos sujetos a cambios en la 

exposición de la luz durante el día. Existen oscilaciones periódicas, llamadas 

ritmos biológicos, que permiten a los animales responder de forma cíclica y están 

sincronizados con los cambios de luz además de otras señales externas. Estos 

ritmos se encuentran en m últiples organismos, desde los unicelulares hasta los 

organismos más complejos [Roenneberg y Merrow, 2001]. El ritmo obvio es el de 

sueño-vigilia, que se traduce en un patrón de actividad locomotriz específico para 

diferentes animales. Sin embargo los relojes biológicos ofrecen la ventaja 

adaptativa de ajustar ciertas respuestas metabólicas y fisiológicas mediante la 

preparación y anticipación del organismo para adaptarse a l os cambios del 

ambiente. 

Un ritmo biológico se define como un fenómeno que ocurre de manera cíclica a 

intervalos regulares de tiempo [Moore-Ede et al., 1982]. Los ritmos biológicos se 

pueden clasificar de acuerdo a l a frecuencia con la que se presentan, y pueden 

ser llamados ultradianos, circadianos e infradianos, si la frecuencia es mayor, 

cercana o inferior a las 24 h respectivamente. Sin embargo cuando se estudian en 

condiciones constantes, tales ritmos biológicos se presentan con una frecuencia 

cercana a la del ciclo ambiental [Schulz y Steimer, 2009]. 
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Los ritmos circadianos se han estudiado con mayor detalle y se han demostrado 

las principales características de estos, y son: 1) son endógenos y programados 

genéticamente, 2) al ser endógenos persisten en oscilación espontánea en 

ausencia de señales externas, 3) son susceptibles de ser sincronizados, 4) son 

capaces de compensar cambios de temperatura y 5) se amortiguan y 

gradualmente desaparecen bajo luz intensa constante [Moore-Ede et al., 1982]. 

Los ritmos biológicos al ser oscilaciones presentan ciertas características, como el 

periodo, la amplitud y la fase, pueden ser medidas y cuantificar un ritmo. El 

periodo (τ) representa el tiempo requerido para completar el ciclo, este tiene un 

intervalo desde los milisegundos hasta más de un año. La amplitud es la magnitud 

de la variable desde la línea basal hasta el valor más alto, también se puede 

obtener usando un modelo matemático y la fase puede ser cualquier punto que se 

repita en cada ciclo [Koukkari y Sothern, 2006] (Figura 1).  

Un sincronizador o Zeitgeber (palabra alemana que significa “dador de tiempo”) 

son señales externas que permiten sincronizar al ritmo biológico, el sincronizador 

principal de los ritmos circadianos es la luz, sin embargo existen otros 

sincronizadores como la humedad, el alimento, algunas sustancias químicas, y en 

algunos animales las señales sociales [Koukkari y Sothern, 2006; Moore-Ede et 

al., 1982].  
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 Figura 1. Elementos de un ritmo biológico bajo sincronización y libre corrimiento.  La variable 
estudiada es representada en el eje de las ordenadas, las horas del día en el eje de las 
abscisas. Las características principales de un ritmo son la amplitud, la fase y el periodo. 
El “damping” o amortiguamiento se presenta en condiciones de luz constante (Modificado 
de Koukkari y Sothern, 2006). 

 

Al estudiar diversos ritmos biológicos en diferentes organismos se presentaron 

evidencias de la existencia de un reloj interno, que provee información del tiempo 

del día. En 1814, el francés Julien-Jospeh Virey, reportó un ciclo diario en 

humanos y lo llamó como “reloj viviente”. Posteriormente Pittendringh, un científico 

británico pionero en las investigaciones sobre los ritmos biológicos, comenzó a 

utilizar el término de “reloj biológico”. El control de la frecuencia y la fase requieren 

de un reloj interno que sea sensible a una señal externa, de esta forma los 

animales presentan diferencias en sus variaciones fisiológicas, metabólicas y 
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conductuales [Daan, 2010]. Pittendrigh en 1937, introdujo el concepto de oscilador 

endógeno auto-sostenido haciendo la analogía de un fenómeno biológico con la 

acción de una oscilación física, que también era entendida matemáticamente. En 

términos físicos, en un sistema con dos péndulos que tienen una oscilación 

determinada se sincronizan uno con otro. De esta forma una oscilación biológica 

puede sincronizarse por otro oscilador si están acopladas las fuerzas y la 

magnitud de sus frecuencias no están alejadas una de otra [Daan, 2010].  

 

EL RELOJ CIRCADIANO DE LOS MAMÍFEROS 

En la búsqueda por encontrar al reloj “maestro” que regula los ritmos biológicos, 

se han estudiado diferentes modelos, desde invertebrados como Drosophila 

melanogaster hasta los mamíferos, principalmente roedores. En mamíferos este 

reloj se localiza en una estructura cerebral llamada núcleo supraquiasmático 

(NSQ). Es una estructura que se encuentra en el hipotálamo y se sincroniza por 

luz [Foster y Kreitzman, 2014]. El núcleo supraquiasmático está constituido por 

varios miles de neuronas y células gliales, se localiza en la línea media del 

cerebro, en la porción ventral del hipotálamo anterior y dorsal al quiasma óptico 

[Schulz y Steimer, 2009].. Una de las principales aferencias al núcleo 

supraquiasmático es la vía retinohipotalámica, que son proyecciones de la retina al 

núcleo supraquiasmático. Esta vía utiliza ciertos neurotransmisores como el 

glutamato y el PACAP que participan en la salida de algunos ritmos biológicos 

tales como la actividad locomotriz y la secreción de hormonas [Cermakian y 
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Sassone-Corsi, 2002]. Otra vía aferente al núcleo supraquiasmático es el tracto 

genículo-hipotalámico; recibe inervación directa de tipo circadiano de tipo no 

luminosa de la retina. Esta vía tiene como neurotransmisor principal al GABA, 

aunque también se comunica mediante el nueropéptido Y. Por último, se 

encuentran las proyecciones serotoninérgicas que van desde los núcleos del rafe 

medio y dorsal e inervan prácticamente todo el cerebro, participando en la 

modulación de señales tanto luminosas como no luminosas del sistema circadiano 

[Challet y Pevet, 2003; Morin, 2013]. Además del NSQ, se acepta que también 

existen relojes biológicos en órganos o tejidos periféricos, tales como el hígado, 

que puede ser sincronizado por otras señales como el alimento [Challet, 2007; 

Schulz y Steimer, 2009].  

Como se mencionó anteriormente, los ritmos circadianos son procesos cíclicos y 

endógenos que ocurren con una periodicidad de aproximadamente 24 h. En los 

mamíferos existen muchos procesos fisiológicos que se encuentran bajo control 

circadiano ya sea bajo la influencia del NSQ y/o de los osciladores periféricos 

[Ripperger y Schibler, 2001]. El control temporal de procesos metabólicos permite 

a las células y a los organismos separar procesos bioquímicos opuestos, por 

ejemplo, reacciones redox y respuestas anabólicas y las catabólicas [Johnston, 

2014]. 
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LA MAQUINARIA MOLECULAR DEL RELOJ CIRCADIANO 

En los mamíferos, además del núcleo supraquiasmático la retina fue uno de los 

órganos en los que se comenzaron a identificar oscilaciones independientes, pues 

al mantenerlas en cultivo se mantenía un patrón rítmico de secreción de 

melatonina [Tosini y Menaker, 1996]. Seguida de una serie de clonaciones de 

ciertos genes, se demostró que existían genes que participan en la regulación 

temporal de los ritmos biológicos, a los que llamaron “genes reloj”.[Yamazaki et al., 

2000]. Sin embargo, el mecanismo molecular de los relojes circadianos, tanto en el 

núcleo supraquiasmático como en órganos periféricos, involucra la interacción de 

señales positivas y negativas que regulan la actividad transcripcional-traduccional 

de estos genes reloj. Estas señales positivas o asas de activación, son 

reguladores de la activación de la transcripción de sus propios genes. Los 

elementos negativos o asas de represión por su parte, detienen la transcripción de 

los genes y los componentes moleculares se acoplan para tener una modulación 

coordinada [Alberts et al., 2013].  

En los osciladores periféricos, se ha documentado que la fase de los genes reloj 

pueden cambiar y adaptarse a retos fisiológicos como la disponibilidad de alimento 

y no influir en el reloj central en el núcleo supraquiasmático [Ripperger y Schibler, 

2001]. En los mamíferos la proteína BMAL1/2 dimeriza con CLOCK o con NPAS2, 

que conducen a la transcripción de Period (Per1-3) y Cryptocrome (Cry1/2) 

uniéndose a cajas E de los elementos promotores. Las proteínas PER y CRY 

forman un complejo a nivel citoplasmático que migran al núcleo donde inhiben la 
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acción de las proteínas BMAL y CLOCK, y por consecuencia la transcripción de 

PER y CRY. El complejo PER y CRY es degradado en el proteosoma seguida de 

una fosforilacón por la CKIε y la ubiquitinación, que remueven la inhibición sobre 

CLOCK y BMAL, permitiendo que el asa de retroalimentación se restablezca y 

comience 24 h después [Sosniyenko et al., 2010]. El sistema es finamente 

regulado por interacciones complejas con otras asas de retroalimentación, como 

REV-ERBα/β y RORα uniéndose a los promotores de Bmal1 e inhibir o promover 

la transcripción. Así las oscilaciones en la transcripción de REV-ERBα/β y RORα y 

el complejo BMAL1/CLOCK actúan directamente sobre el gen REV-ERBα, en una 

asa de retroalimentación accesoria (Figura 2) [Robinson y Reddy, 2014]. 

 

Figura 2. Maquinaria molecular del oscilador circadiano en los vertebrados. Se 
representan las asas de retroalimentación de los elementos negativos y positivos que 

regulan la transcripción – traducción de elementos moleculares del reloj biológico 
(Modificada de Robinson y Reddy, 2014). 
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EL HORARIO DE ALIMENTACIÓN COMO UN SINCRONIZADOR EN 
RELOJES PERIFÉRICOS 

Existen algunas vías a través de las cuales el núcleo supraquiasmático puede 

sincronizar a los tejidos periféricos. La secreción de hormonas, como los 

glucocorticoides y las procedentes del sistema nervioso autónomo forman parte de 

ciertas vías, que son una influencia temporal de algunos elementos, como el 

alimento [Stephan, 2002]. En modelos animales se sabe que existe expresión 

rítmica de genes reloj en tejidos y/o células que involucran la fisiología nutricional y 

el metabolismo, como el hígado, el páncreas, el tracto gastrointestinal el tejido 

adiposo y el músculo esquelético [Cagampang y Bruce, 2012]. Así, cambios en la 

regulación de procesos metabólicos importantes, como la glucolisis y la 

homeostasis de los lípidos, entre otros, permiten una exploración de estos genes o 

sus mecanismos. Sin embargo se ha comprobado que la alimentación, es un 

sincronizador no fotónico para osciladores circadianos periféricos. Diversos 

estudios han documentado la presencia de un patrón alternativo de ritmicidad en 

ciertos ritmos, metabólicos y conductuales, cuando se tiene el acceso restringido 

de alimento a ciertas horas del día, lo que permite una nueva configuración 

temporal del sistema circadiano [Aguilar-Roblero y Díaz-Muñoz, 2009; Stephan et 

al., 1979]. Este fenómeno persiste aun cuando el núcleo supraquiasmático sea 

abolido completamente y se considera como un oscilador independiente, este es 

conocido como oscilador sincronizado por el alimento (OSA) [Boulos et al., 1980; 

Marchant y Mistlberger, 1997]. 

 



22 

 

OSCILADOR SINCRONIZADO POR EL ALIMENTO (OSA) 

Los osciladores periféricos son células con un mecanismo molecular circadiano 

autónomo y se encuentran presenten en di versos tejidos en muchos organismos 

[Glossop y Hardin, 2002].  

La mayoría de los organismos muestra una serie de cambios fisiológicos y de 

comportamiento que les permiten “anticipar” los periodos de alimentación. Algunos 

de estos cambios incluyen un aumento en la temperatura corporal, actividad 

locomotora anticipada y un aumento en la secreción de ciertas hormonas que se 

controlan de manera circadiana [Mistlberger, 1994; Stephan, 2002]. La restricción 

diaria de alimento, a un par de horas al día, incrementa la actividad simpática, 

disparando el uso de reservas energéticas y con ello el estado metabólico del 

organismo, a un estado catabólico [Diaz-Muñoz et al., 2000], así que una vez que 

se somete a un periodo diario de alimentación restringida se observan 

adaptaciones fisiológicas y conductuales en los organismos.  

En el OSA, aunque no se ha identificado un sustrato anatómico, se sabe que la 

actividad locomotriz anticipatoria a la llegada del alimento (AAA) es una 

manifestación directa y por lo tanto deriva en cambios fisiológicos y conductuales 

como, un aumento en la temperatura corporal, ingesta del alimento y consumo de 

agua, además de aumento de ácidos grasos libres [Martinez-Merlos et al., 2004], y 

hormonas, como la corticosterona. Otra adaptación, se observa a nivel molecular, 

donde la disponibilidad de alimento limitada invierte la fase de la expresión de 

genes del reloj molecular y de los genes controlados por el reloj en al gunos 
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órganos, como el hígado, sin que se afecte la función del reloj en el NSQ [Damiola 

et al., 2000].  

ACTIVIDAD LOCOMOTORA ANTICIPATORIA AL ALIMENTO (AAA)  

En 1922, Ritcher observó que ratas alimentadas con un protocolo de restricción de 

acceso al alimento únicamente durante el día, presentaban un notable incremento 

en la actividad locomotora dos horas antes de la llegada del alimento (Figura 3) 

[Mistlberger, 1994]. Posteriormente resultados similares se observaron en ratas 

con lesiones del NSQ, demostrando la existencia de un oscilador  circadiano 

alternativo [Boulos et al., 1980]. Aunque el mecanismo directo para esta 

anticipación no ha sido bien dilucidado, se propone que el OSA es una propiedad 

emergente; donde el control temporal del organismo está basado en un a 

interacción entre el reloj molecular y las redes metabólicas [Aguilar-Roblero y 

Díaz-Muñoz, 2009; Stephan, 2002]. La actividad anticipatoria pese a que no está 

relacionada directamente con el núcleo supraquiasmático se asocia con la 

expresión de un oscilador circadiano. Se han realizado lesiones completas del 

núcleo supraquiasmático y lesiones en nu merosos sitios del pros encéfalo, sin 

embargo no se ha podido abolir completamente la actividad anticipatoria. El único 

sitio donde se ha podido interrumpir esta actividad anticipatoria, utilizando lesiones 

químicas y eléctricas, es en la región parabranquial en el  cerebro posterior en 

ratas [Davidson et al., 2000]. La conclusión de estos hallazgos permitió a los 

autores demostrar la pérdida de comunicación entre el sistema digestivo y el 

cerebro, más que la localización del OSA en el  núcleo supraquiasmático, 
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sugiriendo fuertemente que al menos parte de este oscilador se encuentra a nivel 

de órganos o tejidos periféricos [Davidson, 2006; Davidson et al., 2003], cuya 

función estaría en optimizar la ingesta de alimento en función del tiempo. 

 

Figura 3. Registro representativo de la actividad locomotriz de rata. En condiciones del LD 
12:12, bajo una alimentación ad libitum y después bajo un esquema de alimento 

restringida de tres horas (V); en ratas sin lesión (A) y ratas con lesión a nivel del NSQ (B) 
El recuadro blanco representa el horario de alimentación  

(Modificado de Landry et al., 2006) 
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EL HÍGADO Y SU PARTICIPACIÓN EN LA SINCRONIZACIÓN POR 
ALIMENTO 

El hígado participa activamente en funciones metabólicas muy importantes para el 

organismo tales como el procesamiento de alimento, el estado energético, la 

síntesis de proteínas, el almacén de vitaminas y hierro, en l a regulación de 

aminoácidos y el metabolismo de las toxinas y fármacos [Challet, 2013; Davidson 

et al., 2004]. 

Una evidencia importante para proponer al hígado como un posible elemento del 

OSA fue el cambio en la fase de genes reloj [Damiola et al., 2000], durante la 

actividad anticipatoria además de que la energía hepática se concentra en la 

oxidación de lípidos más que el catabolismo de los carbohidratos [Baez-Ruiz et al., 

2005; Luna-Moreno et al., 2007].  Además de presentar cambios de fase durante 

la expresión del OSA [Diaz-Muñoz et al., 2000], en hormonas como la insulina, el 

glucagón, la corticosterona [Escobar et al., 1998], la leptina [Martinez-Merlos et al., 

2004], el aumento en los triacilglicéridos, los cuerpos cetónicos y los ácidos grasos 

[Diaz-Munoz et al., 2010; Diaz-Muñoz et al., 2000; Rivera-Zavala et al., 2011]. Otro 

parámetro importante del hígado y su función en el OSA es que se muestran 

cambios en la síntesis de ATP así como el manejo de los reductores NADH, 

NADPH y el consumo mitocondrial [Baez-Ruiz et al., 2005] (Figura 4). Sin 

embargo no está bien definida la forma exacta en l a que el hígado se sincroniza 

por el alimento. 

 



26 

 

 

 

Figura 4. Acrofase de algunos parámetros metabólicos en sangre e hígado. Los círculos 
abiertos representan animales con alimentación ad libitum, y los triángulos animales con 

un periodo de alimentación restringida a dos horas durante la fase de luz (Tomado de 
Aguilar-Roblero and Díaz-Muñoz, 2010) 
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LA SEROTONINA (5HT) 

La serotonina (5-hidroxitriptamina) fue descubierta por el Erspamer en 1935 en 

células enterocromafines y fue nombrada como enteramina, por su característica 

de contraer el intestino. Una década después el grupo de Rapport utilizaron el 

término de serotonina cuando fue descubierta en suero y fue caracterizada como 

un vasoconstrictor arterial [Rapport et al., 1948]. Actualmente se acepta que la 5-

HT actúa diferencialmente en distintos órganos y tejidos. La serotonina es una 

amina biogénica que participa en múltiples funciones tales como los estados de 

alerta, el sueño, la locomoción, la alimentación, en situaciones de estrés, 

reproducción, el control de la temperatura corporal, frecuencia cardiaca, en una 

variedad de desórdenes y enfermedades psiquiátricas, así como en procesos 

celulares como la división celular, el desarrollo embrionario, la movilidad del 

intestino y como vasoconstrictor en vasos sanguíneos [Berumen et al., 2012; 

Jonnakuty y Gragnoli, 2008; Mawe y Hoffman, 2013; Nakamura et al., 2008; Watts 

et al., 2012]. La serotonina es sintetizada principalmente por las células 

enterocromafines (cerca del ~90-95%), que se encuentran distribuidas a lo largo 

de la mucosa gastrointestinal. El resto es sintetizado en el sistema nervioso central 

(~5%) y en otros órganos periféricos (menos del ~1%) [Furness y Costa, 1982; 

Papadimas et al., 2012]. En las células enterocromafines es liberada para 

posteriormente ser captada y transportada principalmente por las plaquetas. En 

las plaquetas es capturada por un transportador de serotonina o 5-HTT o por 
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SERT y es almacenado, en gránulos densos, y llevada a diferentes tipos celulares 

para cumplir diversas funciones en el organismo [Rendu y Brohard-Bohn, 2001].  

SÍNTESIS Y DEGRADACIÓN 

El precursor de la 5-HT es el triptófano, un aminoácido esencial, que es 

hidroxilado por la enzima triptófano hidroxilasa (TPH, EC 1.14.16.4). La TPH es 

una enzima de ~56 kD, que cataliza la reacción en el  triptófano, oxígeno y 

tetrahidrobiopterina para producir 5-hidroxitriptofano (5-HTP) y 4α-

hidroxitetrahidrobiopterina. Este es el primer paso limitante en l a biosíntesis de la 

serotonina [Berger et al., 2009]. Aunque es producto de un solo gen, se sabe que 

existen dos isoformas de la enzima TPH. La TPH1 se encuentra en la glándula 

pineal y en tejidos periféricos, como el tracto digestivo, mientras que la TPH2 se 

expresa selectivamente en cerebro [Boadle-Biber, 1993]. El 5-hidroxitriptofano  es 

convertido a serotonina por la enzima L-aminaoácido carboxilasa (Figura 5). Son 

necesarios algunos cofactores para que se lleve a cabo la reacción, tales como la 

vitamina B6 (fosfato de piridoxal), la vitamina B3 (niacina) y el magnesio. La 

serotonina es impermeable a la barrera hematoencefálica pero no el 5-HTP. Sin 

embargo, la cantidad de serotonina que se produce es dependiente de la cantidad 

de triptófano disponible en la periferia y éste puede cruzar la barrera sin problema 

[Yuwiler et al., 1977].  

La serotonina es catabolizada por la monoamino oxidasa (MAO EC. 1.4.3.4). Son 

flavoenzimas mitocondriales que catalizan la oxidación de diversas aminas 
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incluyendo los neurotransmisores dopamina, norepinefrina, tiramina, 2-

feniletilamina y aminas exógenas incluyendo la neurotoxina 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-

tetrahidropirimina. La MAO está presente en la mayor parte de los tejidos de los 

organismos y lleva a cabo procesos de desintoxicación en el hígado. Existen dos 

isoformas que degradan preferentemente algún tipo de amina, la isoforma A 

degrada serotonina principalmente [Kalgutkar et al., 2001; Slopien et al., 2012]. 

 

Figura 5. Síntesis de serotonina. El triptófano es metabolizado por la TPH, enzima 
limitante, utilizando como cofactor al O2 + BH4 para formar 5-HTP, como producto 

intermediario que es convertido, por la enzima AADC, en serotonina o 5-hidroxitriptamina 
y la degradación se da por la MAO formando ácido 5-hidroxindolacético.  

(Modificado de Slopien et al., 2012). 
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RECEPTORES  

La serotonina es una de las moléculas señalizadoras más antiguas en l a 

evolución, por lo tanto no es de extrañarse que los receptores se encuentren 

localizados en diversas especies, desde los platelmintos, pasando por 

invertebrados más complejos como Drosophila y todos los vertebrados [Hannon y 

Hoyer, 2008]. Derivado de diversos estudios basados en la biología molecular de 

los receptores, se han identificado siete familias de receptores, agrupándose en 

clases y subclases dependiendo de la farmacología y el acoplamiento con un 

segundo mensajero [Hoyer et al., 1994]. Seis de estos subtipos involucran a un 

receptor de membrana acoplado a una proteína G. El receptor 5HT3, es el único 

que está ligado a u n canal de Na+/K+ estructuralmente similar al del GABA. Los 

receptores 5HT1 y 5HT5 son acoplados negativamente con la adenilato ciclasa, es 

decir, la activación de estos receptores regula a la baja el AMPc. El receptor 5HT2 

se asocia a la generación de inositol trifosfato y diacilglicerol provocando una 

liberación de Ca2+ intracelular. Los recepores 5HT4 y 5HT7, aumentan la actividad 

de la adenilato ciclasa, y finalmente los receptores 5-HT3, se asocian con canales 

de Na+/K+, activados por la despolarización de la membrana plasmática 

[Mohammad-Zadeh et al., 2008]. 

La familia de los receptores 5HT1A, está compuesta de los receptores 5HT1A, 

5HT1B, 5HT1D, y 5HT1E. Esta clase de receptores está acoplado a una proteína G 

de tipo inhibitorio, Gi: El mecanismo de transducción inhibe la vía de la adenilato 

ciclasa, aunque algunos reportes hablan de la existencia de subtipos para este 
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receptor, ya que en células LZD-7 se presenta una producción de IP3, por la 

actividad de la fosfolipasa C [Liu y Albert, 1991]. El receptor 5HT1A a nivel 

neuronal, se encuentra como un au to-receptor, ubicado en los cuerpos celulares 

en la nueronas del rafe así como en astrocitos y células ependimales. La 

activación de este autorrecepetor resulta en una inhibición de la frecuencia de 

disparo [Sandyk, 2006]. Los receptores 5HT1A son expresados a nivel de sistema 

nervioso central en neuronas piramidales corticales donde participan en el control 

de la excitabilidad y propagación de información y también participan en la 

modulación de neuronas glutamatérgicas [Czyrak et al., 2003]. La familia de los 

receptores 5-HT2 comprende a los receptores 5-HT2A, 5-HT2B y 5-HT2C, que están 

asociados a receptores metabotrópicos ligados a una proteína G de tipo Gq. 

Requieren para su activación la estimulación de la fosfolipasa C para incrementar 

el metabolismo fosfoinositidico y causar un aumento transitorio en el calcio libre 

intracelular [Martin y Humphrey, 1994]. El receptor 5HT2C, se ha localizado 

principalmente en neuronas piramidales así como en interneuronas excitadoras de 

tipo glutamatérgicas  

La distribución de los receptores en el  organismo es muy amplia, y se ha 

documentado ampliamente en el sistema nervioso central sin embargo en tejidos 

periféricos estos receptores se encuentran presentes en neuronas del sistema 

entérico, células enterocromafines, células del músculo liso del tracto 

gastrointestinal, ovocitos y tejido inmune [Bonhaus et al., 1995; Lesurtel et al., 

2008]. Los receptores 5HT1A participan en la distención de tejido en el tracto 
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gastrointestinal, mientras que el receptor 5HT2, participa en la estimulación del 

transporte de electrolitos [Lesurtel et al., 2008]. 

Serotonina e hígado  

La presencia de la serotonina en el hígado se ha delimitado a inervaciones 

directas del sistema nervioso autónomo tanto del nervio vago como del ganglio 

celiaco. Su función se centra en procesos de regeneración celular, flujo circulatorio 

y apoptosis [Ruddell et al., 2008]. También existe evidencia de que la serotonina 

está involucrada en algunas condiciones patológicas en el hígado. Se sabe que 

las especies reactivas de oxígeno generadas por la degradación de serotonina 

contribuyen a la esteatohepatitis. En la hepatitis viral interviene a ni vel de la 

microcirculación y en la fibrosis hepática hay una progresión significativa así como 

en carcinoma hepático (Lesurtel et al., 2012). Pero a nivel local la presencia de 

una maquinaria de síntesis y degradación en el hígado todavía no ha sido 

reportada.  
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ANTEDECENTES  

Los organismos requieren cambios fisiológicos y conductuales que les permite 

anticipar los periodos de alimentación. Dichos cambios son regulados por relojes 

alternativos al núcleo supraquiasmático, que se encuentran en tejidos u órganos, 

como el hígado. El hígado es un órgano crucial para la administración de los 

recursos energéticos que subyacen a la ritmicidad circadiana y en pr otocolos de 

alimentación restringida que manifiestan el OSA se observa una administración 

óptima de los nutrientes. Un aspecto importante en la comprensión de los 

mecanismos fisiológicos que subyacen a esos cambios es el estudio de los 

transmisores químicos, que permitan la comunicación entre los componentes del 

sistema. Por lo tanto la serotonina, ya que presenta funciones múltiples en 

diversos órganos y participa en procesos relacionados con la alimentación se 

vuelve un transmisor clave. La presencia de la serotonina en el hígado se ha 

relacionado principalmente con la contracción de los vasos sanguíneos, la 

regeneración y algunos procesos inflamatorios. Un estudio de microarreglos 

realizado por Báez-Ruiz et al (datos no publicados) detectó la variación 

significativa de RNAm de receptores de serotonina y enzimas que intervienen en 

el metabolismo de este transmisor en el hígado de ratas sometidas a restricción 

alimenticia. Estos datos apoyaron la hipótesis de que el sistema serotoninérgico 

está participando en la manifestación de este oscilador. Por lo tanto la 

caracterización de componentes esenciales para el sistema de síntesis y 
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degradación de la serotonina en el hígado, mantenidas con un protocolo de 

alimentación restringida y comparadas con ratas en alimentación ad libitum.  

El análisis se hizo mediante técnicas bioquímicas y moleculares; se cuantifico la 

expresión, la cantidad y la actividad de la TPH1, así como la concentración de L-

triptófano, el 5-hidroxitriptofano y la serotonina, en hígado y en sangre. Además, 

se estudió la cantidad y abundancia de los receptores 5-HT1A y 5-HT2C; receptores 

que participan en la alimentación a nivel metabólico y conductual.  De esta forma 

se hizo un primer acercamiento para conocer el sistema serotoninérgico y en 

condiciones ad libitum y durante la restricción de alimento / expresión del OSA. 
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HIPÓTESIS  

La actividad de la maquinaria enzimática, anabólica y catabólica, la cantidad de los 

receptores 5HTA1 y 5HT2C y los metabolitos asociados a la serotonina en el hígado 

tendrán una variación diaria y se verán modificados durante la expresión del OSA. 

 

OBJETIVOS 

General 

- Demostrar la presencia de células serotoninérgicas en el  hígado de ratas, 

independientemente de las terminaciones nerviosas, así como describir si 

existen cambios diarios de las enzimas de síntesis y de degradación de 

serotonina durante la alimentación ad libitum  y  durante la expresión del OSA. 

Particulares 

- Evaluar la variación diaria de la concentración de serotonina, 5-

hidroxitriptofano y L-Triptófano en el hígado, así como de serotonina y 

plaquetas en sangre.  

- Determinar la abundancia y presencia diaria de los receptores de serotonina 

5HT2C y 5HT1A en el hígado. 
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MÉTODOS 

 

ANIMALES 

Se utilizaron ratas macho Wistar con un peso de 200 ± 20 g. Las ratas fueron 

sincronizadas a ciclos de  l uz-oscuridad 12 h: 12 h (encendido a las 08:00 h) y 

temperatura ambiente 22 ± 1ºC. Las ratas fueron mantenidas en cajas de acrílico, 

en grupos de 4 con alimento (Purina Chow) y agua disponible, excepto durante las 

condiciones de restricción de alimento (HRA), el ayuno agudo (AY) y el ayuno 

agudo seguido por realimentación (AY-RE). Los animales fueron tratados de 

acuerdo con las normas éticas estipuladas en los reglamentos respectivos del 

Comité de Bioética del Instituto de Neurobiología, UNAM y conforme a los 

estándares éticos internacionales [Portaluppi et al., 2010]. 

 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

Los animales se asignaron en cuatro grupos experimentales: 1) Ratas con 

alimentación ad libitum (AL) durante 3 semanas, 2) ratas expuestas a un a 

restricción de alimento diario (HRA), con acceso de alimento únicamente de 12:00 

a 14:00 h durante 3 semanas, 3) ratas con un protocolo de alimento ad libitum y 

después con un ayuno de 24 h (Ay) y 4) ratas realimentadas por 2 h después de 
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un periodo de ayuno agudo de 24 h (Ay-Re). Las ratas fueron sacrificadas por 

decapitación a las 08:00, 11:00, 14:00, 17:00, 20:00, 23:00, 02:00 y 05:00 h. Los 

controles de alimentación Ay y Ay.Re, fueron sacrificados a l as 11:00 y 14:00 h 

respectivamente. Inmediatamente después del sacrificio, se colectó el hígado y fue 

homogenizado y/o congelado a -80 ºC para su análisis posterior. La sangre 

colectada fue ocupada  para las muestras de suero en tubos Vacutainer ® y 

centrifugadas a 5,000 rpm por 5 min. Para las muestras de plasma, la sangre fue 

colectada en tubos BD Vacutarner ® con K2-EDTA y centrifugadas a 3,500 rpm 

por 10 min.  

 

FRACCIONAMIENTO SUBCELULAR 

Una muestra de 2 g de hígado fue homogenizado en 15 ml de buffer (10 mM Tris–

HCl, pH 7.4, 225 mM sacarosa, 0.2% BSA, 0.3 M EGTA). Los homogenados 

fueron centrifugados a 1, 500 g por 15 min y el sobrenadante fue centrifugado a 

10,000 g por 15 min para sedimentar la fracción mitocondrial, que fue 

resuspendido en buffer de fosfatos. El segundo sobrenadante fue centrifugado a 

100,000 g por 1 h para obtener la fracción citosolica. Todas las centrifugaciones 

fueron realizadas a 4 ºC y fueron alicuotadas y conservadas a -80 ºC.  
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RT-qPCR 

La expresión de los genes TPH1, TPH2 y MA O-A, fue evaluada por aislamiento 

total del RNA en tejido de hígado (20-30 mg) usando un kit de extracción (SV Total 

RNA Isolation System, Promega, WI, USA). La cantidad y calidad del RNA fue 

estimada por espectofotometría a 260 / 280 nm y una cantidad constante de RNA 

(2µg) se utilizó para obtener cDNA usando la transcriptasa reversa (SuperScript 

TM), el primer Oligo (dT)12-18, un inhibidor de ribonucleasa (RNasaOUT) y un set de 

dNTP (Invitrogen, CA, USA). La amplificación fue realizada por triplicado en un 

PCR tiempo real (CFX96TM, Bio-Rad, CA, USA). Los oligonucleótidos usados 

para la amplificación fueron sintetizados por Sigma-Aldrich Co. (MO, USA) y las 

secuencias correspondientes para cada gen se indican en la tabla 1. Las 

amplificaciones se corrieron con una mezcla de SYBR Green (Thermo Fisher 

Scientific, MA, USA) en un volumen final de reacción de 10 µl conteniendo cDNA 

(1/100 y 1/20) y 0.5µM de cada par de oligonucleótidos en M aster Mix Green 

siguiendo el siguiente protocolo: activación de la DNA - Taq polimerasa y 

desnaturalización del DNA a 95 ºC por 10 min, seguida por 40 ciclos de 

amplificación de 10s a 95 ºC, 30 s a 60 ºC y 30 s a 72 ºC. Los datos del qPCR 

fueron analizados por el método 2-ΔΔC
T y normalizados contra el gen constitutivo 

Rps 18 para calcular los niveles del RNAm de todos los genes analizados.  
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Tabla 1. Secuencias de Oligonucleótidos utilizados para el qPCR en hígado de rata.  

Nombre Secuencia 

Tryptophan hydroxylase 1 
(Tph1) 

Sense gCTgAACAAACTCTACCCAAC 
Antisense CTTCCCgATAgCCACAgTATT 

Tryptophan hydroxylase 2 
(Tph2) 

Sense gggTTACTTTCCTCCATCggA 
Antisense AAgCAggTTgTCTTCgggTC 

Monoamine oxidase A 
(Maoa) 

Sense gCCAggAACggAAATTTgTA 
Antisense TCTCAggTggAAgCTCTggT 

Rps18 sense 
Sense: TTCAgCACATCCTgCgAgTA 
Antisense: TTggTgAggTCAATgTCTgC 

 

 

ENSAYO DE WESTERN BLOT 

Las proteínas del homogenado de hígado y las fracciones subcelulares fueron 

separadas bajo condiciones reductoras en geles SDS-PAGE del 12 y  15%, 

transferidas a m embranas de nitrocelulosa y bloqueadas por 1 h e n buffer TBST 

(20 mM Tris, pH 7.5, 500 mM NaCl, 0.5% Tween 20) con leche baja en grasa al 

5%. La concentración de proteínas se determinó usando el método de Bradford y 

se usaron 40 µg de proteína por carga. Las membranas una vez transferidas 

fueron lavadas e incubadas en presencia del anticuerpo Anti-TPH-1 (ab52954, 

Abcam, UK), anti- MAOa (sc-20156, Santa Cruz Biotechnology, INC), Anti-5HT1A 
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(ab85615, Abcam, UK) y anti-5HT2C (ab137529, Abcam, UK); como controles de 

carga de los homogenados y la fracción citosólica de hígado se utilizó anti-tubulina 

(ab 56676 Abcam, UK) y anti-GAPDH (ab181602, Abcam, UK) y para la fracción 

mitocondrial se utilizó anti-VDAC1/Porina (ab15895; Abcam, UK) en TBST 0.5% 

toda la noche a 4°C, diluidos 1/1000. Después de tres lavados, las membranas 

fueron incubadas con anticuerpos secundarios, conjugados a la fosfatasa alcalina 

(sc2315, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) diluidos 1/5000 o 1/3500. Las bandas 

fueron reveladas usando un Kit con un sustrato conjugado con AP (Bio-Rad CA, 

USA). El análisis densitométrico fue realizado en el programa Image Lab Software 

(versión 3.0, Bio-Rad CA, USA) 

 

INMUNOHISTOQUÍMICA 

El tejido de hígado fue fijado por 1 semana en formalina al 10% a 4 ºC, con 

cambios cada dos días. Después de la fijación, el tejido fue incluido en parafina y 

seccionado en cortes de 7µm. Las laminillas se desparafinaron por 2 h  a 60 ºC, 

después los cortes fueron rehidratados en un tren de solventes que incluían xilol 

100% (10 min), etanol 100% (5min), etanol 96% (5min), etanol 80% (5min) y agua 

desionizada (10 min). Posteriormente se bañaron en un buffer de permeabilización 

(citrato de sodio 3.9 mM, 0.1% Tween 20) por 8 minutos seguida de una 

incubación de 60 segundos en buffer de citrato de sodio hirviendo (ácido cítrico 
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10mM, 0.05% Tween 20, pH 6.0). Las secciones fueron bloqueadas con leche 

libre de grasas al 5% por 1 h. Después de tres lavados con TBST 0.05%, las 

laminillas se incubaron toda la noche a 4 ºC con el anticuerpo primario. Para anti-

TPH-1 (ab52954, Abcam, UK), anti-5HT1A (ab85615, Abcam, UK) y anti-5HT2C 

(ab137529, Abcam, UK); diluidos 1/50. Al siguiente día las laminillas fueron 

lavadas 3 x 5 min con TBST 0.05% y se incubaron por 2 h con el anticuerpo 

secundario Alexa Fluor ®- (Invitrogen, CA, USA) diluido 1/400. Los controles 

negativos se incubaron con buffer de lavado durante toda la noche a 4 ºC, 

posterior a esto, se incubaron 2 h con el anticuerpo secundario. La fluorescencia 

fue visualizada usando un microscopio (Olympus CX31) utilizando el software 

Image-Pro Plus 6.0, así como el microscopio confocal Zeiss Axiovert 200 LSM 510 

Meta-Multiphoton y capturadas con el software LSM 510 Meta, Zeiss.  

 

ACTIVIDAD ENZIMÁTICA DE LA TRIPTOFANO HIDROXILASA  

La actividad fue medida en homogenado de hígado usando ensayo con un isótopo 

radioactivo [Barbosa et al., 2008], con la siguiente reacción en el medio, Hepes (50 

mM, pH 7), catalasa (100 μg/ml), triptofano (50 μM), dithiothreitol (5 mM), Fe 

(NH4)2 (SO4)2 (10 μM), 6-Methyl-5-6-7-8-tetrahydropterine dihydrochloride (6-

MPH4) (500 μM), y 1 μl de [3H] tryptophan (1 mCi/ml). La muestra fue incubada a 

37 ºC por 10 min. La reacción fue detenida adicionando carbón activado (7.5% en 

1 M HCl) y 200 µl del sobrenadante fueron transferidos a tubos de centelleo, se 
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agregó líquido de centelleo y la radioactividad fue evaluada con un contador de 

centelleo Beckman β counter ®  

 

MEDICIÓN DE SEROTONINA, 5HTP Y L-TRIPTÓFANO POR HPLC 

La concentración de serotonina y 5-HTP dentro del hígado, plasma libre de 

plaquetas y plasma rico en plaquetas fue medida usando HPLC. Las muestras de 

hígado fueron homogenizadas 1/5 (w/v) en 0.1 de HClO4, filtradas con tubos de 

centrífuga con un poro de 0.22 µm de diámetro (Spin-X, Costar®). El sistema de 

HPLC consistió en una bomba (Solvent Delivery System PM-80), un inyector (BASi 

Liquid Chromatography CC-SE, 20 µl loop), una columna de fase reversa C18 

(BASi ODS C18, 100 x 3 mm, 3 µm de tamaño de partícula) y un detector 

electroquímico (Epsilon) con un electrodo de carbono; el potencial fue ajustado a 

+600 mV versus el electrodo de referencia (Ag/AgCl). La fase móvil contenía 0.1 M 

Na2HPO4, ácido cítrico 0.05 M, EDTA 0.17 mM, 1 mM KCl, metanol al 2% (v/v), pH 

4.5. El rango de flujo fue de 0.6 ml / min a una presión de 2,400 psi. Todos los 

cromatogramas fueron registrados y analizados usando el software ChromGraph 

Report v.2.3 (Bioanalytical Systems, Inc).  

El triptófano fue medido en homogenado usando HPLC (Dionex, Ultimate 3000, 

Thermo Scientific®), usando el programa Chromeleon 6.8 para el análisis de los 

datos. El HPLC con detección de fluorescencia tuvo un rango de excitación y 
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emisión de 337 y 442 nm respectivamente. Después de la derivatización usando 

o-phthaldehyde (OPA). La muestra de homogenado se mezcló con 25 µl de OPA 

en un tubo y después de 2 m in la mezcla se inyectó en una columna C18 

Syncronis (250 x 4.6 mm, tamaño de la partícula 5 µm, Thermo Scientific®) a 20  

ºC. Fue usada una fase móvil de 0.1 M acetato de potasio, pH 5.5 ajustada con 

ácido acético glacial y un gradiente con 25 % metanol, 75 % fase móvil, el flujo se 

fijó en 2.5 ml / min. 

Las concentraciones fueron determinadas utilizando el área bajo la curva usando 

estándares externos de L-triptofano, 5-HTP y serotonina (Sigma-Aldrich Co., MO, 

USA). 

 

CONTEO DE PLAQUETAS 

Las plaquetas en las muestras de sangre se cuantificaron por procedimientos 

clínicos estándares usando un contador celular automatizado.  

 

 

 



44 

 

ANÁLISIS ESTADÍSTICOS  

Los resultados con curso temporal se expresaron como el promedio ± error 

estándar. Los análisis estadísticos se realizaron usando el software GraphPad 

Prisma (v. 5.0 CA, USA). La distribución normal así como la homogeneidad de 

varianzas se evaluó por una prueba de Kolmogorov-Smirnov y una prueba de 

Levene respectivamente. Los diferentes puntos temporales fueron comparados 

usando una ANOVA de una vía, y los grupos experimentales fueron comparados 

usando una ANOVA de dos vías en ambos casos se utilizó una prueba post hoc 

de Bonferroni. Todas las comparaciones por pares fueron evaluadas con una 

prueba de t-student. Las diferencias significativas fueron consideradas con una P< 

0.05. El análisis de ritmos usado fue evaluado con el software COSANA (v 3.1) 

desarrollado por AA Benedito-Silva, GMDRB, ICB/USP, Brasil. 
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RESULTADOS 

 

El efecto de la serotonina sobre ciertas funciones del hígado se ha documentado 

únicamente como efecto de inervaciones específicas del sistema nervioso 

autónomo [Ruddell et al., 2008], así como de la serotonina secretada de las 

plaquetas circulantes [Papadimas et al., 2012].  

La primer parte de la caracterización del sistema serotoninérgico se basó en 

estudiar la enzima de síntesis y degradación, así como la presencia del precursor 

y los metabolitos resultantes. Este trabajo muestra información contundente 

acerca de la síntesis de serotonina en el hígado y su modificación ante un 

protocolo de restricción de alimento. En el primer bloque de resultados se 

presentarán los análisis derivados del estudio de la enzima de síntesis, la TPH-1, 

el precursor y el metabolito intermediario de la serotonina, así como la serotonina 

en hígado y sangre. El segundo bloque de resultados corresponde a l as 

abundancias relativas de los receptores 5HT1A y 5HT2C, así como el análisis 

inmunohistoquímico de ambas proteínas. Y por último una breve descripción de la 

caracterización de la actividad eléctrica de los hepatocitos en rebanadas de 

hígado. 
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PRESENCIA DE LA TRIPTOFANO HIDROXILASA-1 Y SEROTONINA EN 
HÍGADO DE RATA 

CUANTIFICACIÓN DEL L-TRIPTOFANO, 5-HIDROXITRIPTOFANO Y 
SEROTONINA EN HÍGADO. 

El precursor de la serotonina es el aminoácido L-triptofano y las cuantificaciones, 

obtenidas por la técnica de HPLC de fluorescencia, de este aminoácido se 

muestran en la Figura 6, en esta se puede apreciar que el triptófano hepático del 

grupo AL muestra un patrón de tres picos (11:00. 20:00 y 05:00 h) con valles a las 

14:00 y 08:00 h. La condición HRA promovió un cambio drástico, a las 17:00 h y 

niveles altos durante el periodo de oscuridad. Los puntos que presentan una 

concentración alta en el grupo AL (11:00, 17:00, 20:00 y 05:00 h) fueron 

estadísticamente significativos comparando con el grupo HRA (ANOVA dos vías p 

<0.05, F(7,42) = 18.33). Otra diferencia clara que está asociada al protocolo HRA 

fue una reducción significativa de aproximadamente 50% en los niveles promedio 

durante las 24 h. El análisis de cosinor indica que existe un aj uste del 47% en el  

grupo AL a un periodo de 8 h, mientras que el grupo HRA ajusta un 56% pero a un 

periodo de 24 h (Tabla 2). Los grupos de la condición alimenticia (Ay y Ay-Re) 

mostraron niveles de L-Triptófano similares a los presentados en la condición AL. 

Significativamente más alto que el que corresponde al grupo HRA, ambos antes 

del acceso al alimento, aproximadamente 115% a las 11:00 y después del 

alimento un 82% a las 14:00 h (t-Student P = 0079 y P =0.0096; p < 0.05) 
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Figura 6. Variación diaria del L-triptófano hepático. El grupo AL muestra un patrón 
significativo con tres picos (11:00, 20:00 y 05:00 h) y en el grupo HRA promovió un 

cambio en el patrón, mostrando a las 17:00 h niveles altos durante las últimas horas del 
periodo de oscuridad. Cada punto representa el promedio ± error estándar. Acceso al 

alimento (   ) en HRA (12:00 a 14:00 h). (    ) AL, (   ) HRA, (   ) Ay, (   ) Ay-Re, (─) mesor 
AL, (−∙∙) mesor HRA. ANOVA de una (a) y dos vías, la prueba post hoc para ambos casos 

fue Bonferroni. (**) p < 0.001, (***) p< 0.0001. (b) t- Student test p < 0.05. n= 4. 
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Tabla 2. Análisis cronobiológico de algunos parámetros medidos en el hígado y la sangre. 

 

 

 
L-Trp 5-HTP 5-HT 

Actividad 
enzimática 

TPH 

MAO-A 
mRNA 

5-HT 
Suero 

5-HT 
Plasma 

Conteo de 
plaquetas 

 
AL HRA AL HRA AL HRA AL HRA AL HRA AL HRA AL HRA AL HRA 

Periodo 8 24 12 12 24 12 24 24 24 24 24 24 24 24 8 24 

Amplitud 0.2 0.1 0.2 0.2 0.4 0.2 12 9 1.3 0.6 96 91 6 5 317 197 

% Ritmo 47 56 21 50 58 35 50 75 43 54 85 75 60 44 66 48 
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El 5-hidroxitriptofano es un metabolito intermediario entre la conversión del L-

triptófano a serotonina, usando HPLC por el método electroquímico se cuantificó y 

presentó una variación diaria en el  hígado: En la Figura 7 se muestra la 

cuantificación de este metabolito durante las 24 h. El grupo AL mostro un patrón 

con dos picos de concentración, uno a las 08:00 y 20:00 h. El pico a las 08:00 h, 

justo al comenzar el periodo de luz tuvo un cambio gradual hasta las 18:00 h, en 

contraste con el pico de las 20:00 h, al inicio del periodo de oscuridad, que se 

presenta mucho más suave y limitado a un punto temporal. El protocolo HRA 

cambio algunos aspectos del patrón rítmico del 5-HTP, pues también mostró dos 

picos, uno al inicio del periodo de luz (08:00 h) similar al que se presentó en el 

grupo AL y el segundo pico se presentó a las 17:00 h, diferente del grupo AL. Otra 

diferencia fue que en el caso de las ratas con HRA, los dos picos eran menos 

pronunciados, ya que ambos mostraron aumentos en los niveles de 5-HTP. El 

patrón diario en l as ratas AL se ajustó a un p eriodo de 12 h p ero con baja 

ritmicidad (~21 %), mientras que las variaciones temporales del 5-HTP en r atas 

con HRA también se ajustaron a un periodo de 12 h p ero con una ritmicidad 

cercana al 50% (Tabla 2). Diferencias significativas entre los dos grupos 

experimentales también se detectaron a las 17:00 y a las 20:00 h, sin presentar un 

cambio significativo entre los promedios de las 14 h entre ambos grupos. (ANOVA 

de dos vías p < 0.05; F(7,42)= 7.232). Los niveles de 5HTP no fueron sensibles al 

ayuno ni al periodo de ayuno con alimentación. 
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Figura 7. 5-HTP en el grupo AL mostró un patrón con dos picos claros (08:00 y 20:00 h) 
mientras que en el grupo con restricción HRA cambió su ritmicidad en dos puntos similar 

al que se muestra en ratas AL. Cada punto representa el promedio ± error estándar. 
Acceso al alimento (   ) en HRA (12:00 a 14:00 h). (   ) AL, (   ) HRA, (   ) Fa, (   ) Fa-Re (─) 
mesor AL, (−∙∙) mesor HRA, ANOVA de una (a) y dos vías, la prueba post hoc para ambos 

casos fue Bonferroni. (**) p < 0.001, (***) p< 0.0001. (b) t- Sudent test p < 0.05. n= 4. 
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La cuantificación de serotonina por HPLC se realizó por el método electroquímico 

de muestras de hígado se muestra en la Figura 8. El grupo AL mostró variaciones 

diarias contundentes, siendo el periodo de oscuridad la fase donde se presentó 

una menor concentración y niveles significativamente más altos durante el periodo 

de luz (ANOVA de una vía ANOVA p <0.05, F(7,24) = 33.97, post hoc Bonferroni 's 

test). Un pico de concentración se observó durante las primeras horas de la fase 

de luz (08:00 h), durante la transición del periodo oscuridad a la luz. Este patrón 

fue alterado drásticamente por el protocolo HRA, ya que las concentraciones 

fueron en pr omedio menores que el grupo AL, aunque no significativas, además 

de que la concentración en el periodo de luz es menor y aumenta durante el 

periodo de oscuridad. Se encontraron diferencias significativas entre ambos 

grupos a las 08:00, 11:00, 14:00, 02:00 y 05:00 h (ANOVA dos vías p <0.05: F(7, 24) 

= 18; post hoc Bonferroni 's test). El grupo AL tuvo un ajuste del 50% de ritmo a un 

periodo de 24 h, en contraste con el grupo HRA que presentó un ajuste cercano al 

36% a un periodo de 12 h (Tabla 2). Los grupos Ay y Ay-Re mostraron valores 

similares al grupo HRA.  

Un aspecto importante de estas determinaciones realizadas en el  hígado, es que 

la concentración del aminoácido precursor, L-triptófano, fue menor que las 

concentraciones de 5-HTP y serotonina, lo que sugiere que este aminoácido es 

limitante de la velocidad del metabolismo de la serotonina. 
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Figura 8. Variación diaria de la 5-HT hepática. En el grupo AL mostró un ciclo bien 
definido con un mínimo en la concentración durante el periodo de oscuridad y 

significativamente niveles más grandes durante el periodo de luz, pero este patrón fue 
alterado por el protocolo de HRA. Cada punto representa el promedio ± error estándar. 

Acceso al alimento (   ) en HRA (12:00 a 14:00 h). (   ) AL, (   ) HRA, (   ) Fa, (   ) Fa-Re (─) 
mesor AL, (−∙∙) mesor HRA, ANOVA de una (a), prueba post hoc Bonferroni. (**) p < 

0.001, (***) p< 0.0001. n= 4. 
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TRIPTÓFANO HIDROXILASA-1 EN EL HÍGADO, EXPRESIÓN, 
CANTIDAD Y ACTIVIDAD ENZIMÁTICA. 

Esta sección describe el perfil diario de los parámetros bioquímicos de la triptófano 

hidroxilasa-1, la enzima limitante de la síntesis de la serotonina. La expresión del 

RNAm de la enzima a pesar de que es muy baja presenta un patrón bimodal con 

picos durante el periodo de luz (14:00 h) y durante el periodo de oscuridad (23:00 

h). El protocolo de HRA promovió que este patrón bimodal se aboliera en el perfil 

de expresión. También fue notable que el ayuno agudo aumentara 

significativamente el nivel de expresión del RNAm; efecto que se pierde después 

del periodo de alimentación (Figura 9). El RNAm para la isoforma TPH-2 no 

mostró amplificación en las muestras de hígado (datos no mostrados).  

 

Figura 9. Variaciones diarias del mRNA de la TPH-1 en el hígado. El grupo AL mostró un 
patrón bimodal y el protocolo HRA inhibió esta ritmicidad. Cada punto representa el 

promedio ± error estándar. Acceso al alimento (   ) en HRA (12:00 a 14:00 h). (   ) AL, (   ) 
HRA, (   ) Fa, (   ) Fa-Re (─) mesor AL, (−∙∙) mesor HRA. n = 4. 
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La figura 10 muestra las variaciones diarias de la actividad de la TPH determinada 

en homogenado de hígado por un ens ayo enzimático acoplado. El perfil de 24-h 

en el grupo AL indicó un ritmo claro con un pico en la transición entre los periodos 

de luz y oscuridad (8:00 h). Hubo una disminución significativa durante el período 

de oscuridad (ANOVA de una vía p <0,05, F (7, 22) = 30.69, post hoc  Bonferroni). El 

perfil del grupo HRA fue similar, con una notable excepción: no se observó el pico 

de las 08:00 h; así, la actividad TPH fue significativamente menor en las ratas bajo 

el esquema de HRA. También se detectó otra reducción significativa a las 14:00 h 

(Kolgomorov-Smirnov de dos vías, p <0,05). En general, el grupo HRA tuvo los 

valores más altos durante el período de luz (prueba de Kruskal-Wallis = 25.11, P = 

0,0007, p <0,05). Ambos grupos se ajustaron a un ritmo de 24-h, con una 

ritmicidad del 50% para el grupo AL y del 75% para el grupo HRA (Tabla 2). Los 

grupos que representan el control de las condiciones de alimentación mostraron 

valores significativamente más bajos que los grupos de AL y HRA. 
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Figura 10. Variaciones diarias de la actividad de la TPH. El grupo AL indica un ritmo claro 
con un pico a las 08:00 h y el grupo HRA donde el patrón de actividad es similar al en 

ambos casos. Cada punto representa el promedio ± error estándar. Acceso al alimento      
(   ) en HRA (12:00 a 14:00 h). (   ) AL, (   ) HRA, (   ) Fa, (   ) Fa-Re (─) mesor AL, (−∙∙) 

mesor HRA. Kolgomorov-Smirnov de dos vías, p <0,05 (a). (**) p < 0.001, (***) p< 0.0001. 
n= 4. 

 

Las variaciones diarias de la proteína TPH-1 se evaluaron en la fracción citosólica 

del hígado mediante el ensayo de Western-blot. En la figura 11 el anticuerpo anti-

TPH-1 detectó una banda definida con el peso molecular esperando (~ 50 kDa). Al 

igual que en la actividad de la TPH, el grupo AL mostraron un ritmo bien definido 

para la cantidad relativa de la proteína TPH-1 hepática, con una elevación a las 

08:00 y a las 11:00 h y niveles significativamente más bajos en los otros puntos 

temporales (desde las 14:00 hasta 05:00 h). El grupo HRA no mostró un patrón 

rítmico de la proteína TPH-1 citosólica, y los niveles en esta condición estuvieron 
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presentes más bajos que en el grupo AL durante la primera parte de la fase de luz 

(08:00-14:00 h) (Kolgomorov-Smirnov de dos vías, p <0,05). La señal de la TPH-1 

en el ayuno agudo y el ayuno con el posterior periodo de alimentación mostraron 

niveles similares a los del grupo HRA, y significativamente más bajos que los de 

las ratas AL.  

 

 

Figura 11. Variación diaria de la proteína TPH-1. A) En el grupo AL es muy similar a la 
abundancia relativa mostrada en el grupo HRA, sin presentar un patrón rítmico. B) Imagen 
representativa de la fracción citosolica, se utilizó tubulina como control de carga en todos 
los casos. Cada punto representa el promedio ± error estándar. Acceso al alimento (   ) en 

HRA (12:00 a 14:00 h). (   ) AL, (   ) HRA, (   ) Fa, (   ) Fa-Re (─) mesor AL, (−∙∙) mesor 
HRA. Kolgomorov-Smirnov, p <0,05 (a). (*) p< 0.05, (**) p < 0.001, (***) p< 0.0001. n= 4. 

 

 

 

 

A 
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La presencia de la proteína TPH-1 se estudió por mediante la técnica de 

inmunohistoquímica. En la figura 12, se presenta la tinción para esta proteína en 

las dos condiciones. La proteína TPH-1 en el hígado mostró menor intensidad en 

el grupo HRA que en l a condición AL, lo que confirma los resultados observados 

en WB y ensayos de actividad enzimática.  

 

Figura 12. Inmunohistoquímica de la proteína TPH-1. La marca de la proteína en el 
hígado, se observa más intensa en la condición AL (A) que en el grupo HRA (B). 
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LA PROTEÍNA MAO-A PRESENTA UN RITMO DIARIO 

Una molécula transmisora requiere de un sistema complejo de síntesis y una 

maquinaria de liberación, sin embargo, también se requiere de un sistema de 

recaptura o d egradación. Por lo que en este proyecto se abordó el estudio de la 

proteína MAO-A en el hígado, la enzima que preferentemente degrada a la 

serotonina.  

Las variaciones diarias del RNAm de la proteína MAO-A en ratas con alimentación 

ad libitum así como bajo el régimen de alimentación de dos horas se muestran en 

la figura 13. Las ratas del grupo AL mostraron un ritmo bimodal en la expresión. 

Se detectaron dos picos principalmente, uno durante el período de luz (14:00-

17:00 h) y el segundo durante todo el período de oscuridad (23:00-5:00 h). En 

contraste, en el grupo HRA se perdió la ritmicidad. No se detectaron diferencias 

significativas. De la misma manera, el RNAm para MAO-A en los grupos utilizados 

como control de las condiciones de alimentación no mostró ningún cambio, y 

fueron similares a los grupos de AL y HRA. 
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Figura 13. Perfil de expresión del RNAm de MAO-A. Las ratas AL mostraron un ritmo 
bimodal en la expresión, el grupo HRA pierde este patrón. El ayuno y el ayuno-

realimentación no presentan diferencias significativas entre los grupos. Cada punto 
representa el promedio ± error estándar. Acceso al alimento (   ) en HRA (12:00 a 14:00h). 

(   ) AL, (   ) HRA, (   ) Fa, (   ) Fa-Re (─) mesor AL, (−∙∙) mesor HRA. n= 4. 
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El perfil diario de la proteína MAO-A, analizada por Western-blot de la fracción 

mitocondrial de hígado se muestra en l a figura 14. El grupo AL mostró un ritmo 

bien definido con un pico a las 08:00 h y una meseta con valores más bajos desde 

las 11:00 hasta las 5:00 h. El patrón en las ratas HRA fue diferente, ya que la 

abundancia relativa de la proteína MAO-A fue significativamente menor a lo largo 

de todo el ciclo de 24 h, y se detectó un único pico en el comienzo de la oscuridad 

(20:00 - 23:00 h). Ambos grupos fueron significativamente diferentes a las 08:00, 

14:00, 02:00 y 05:00 h (Kolgomorov-Smirnov de dos vías p <0,05). El análisis 

cronobiológico por Cosinor arrojó una ritmicidad similar en ambos grupos: 43% en 

ratas AL y 54% en ratas HRA (Tabla 2). Por otro lado el ayuno agudo y el ayuno 

con la subsecuente realimentación mostraron niveles similares de la proteína 

MAO-A, valores que fueron intermedios entre el AL y el grupo HRA (Mann Whitney 

p = 0,0379). 
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Figura 14. Variación diaria de la abundancia relativa de la proteína MAO-A. A) El WB fue 
desarrollado en la fracción mitocondrial. El grupo AL mostró una variación bien definida, 
con un aumento significativo en la primera fase de luz; mientras que en el grupo HRA el 

patrón fue significativamente más bajo en todo el perfil de las 24-h. B) Imagen 
representativa del WB analizada en un gel de poliacrilamida del 10% y transferida a una 

membrana de nitrocelulosa. La proteína porina se utilizó como control de carga para todas 
las condiciones. Cada punto representa el promedio ± error estándar. Acceso al alimento  
(   ) en HRA (12:00 a 14:00 h). (   ) AL, (   ) HRA, (   ) Fa, (   ) Fa-Re (─) mesor AL, (−∙∙) 

mesor HRA. Kolgomorov-Smirnov, p <0,05 (a). Mann Whitney p <0,05 (b). (**) p < 0.001, 
(***) p< 0.0001. n= 4. 
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SEROTONINA CIRCULANTE, DIFERENCIAS ENTRE SUERO Y PLASMA 

Se ha mencionado anteriormente que la serotonina es sintetizada preferentemente 

en las células enterocromafines del tracto gastrointestinal, esta serotonina es 

liberada y almacenada para su transporte a través de las plaquetas. En estas 

células se almacenan en vesículas, que forman gránulos densos y son liberadas 

en los diferentes órganos y tejidos a través de su camino por el sistema 

circulatorio. Por lo tanto, se cuantificó la serotonina en los componentes 

sanguíneos, suero y plasma. 

Las muestras de sangre analizadas para el plasma fueron pre-tratadas con EDTA. 

Como se muestra en la figura 15-A los niveles de serotonina en el plasma fueron 

cuantificados por el método de HPLC electroquímico. Los resultados fueron muy 

similares en las ratas AL y HRA. Ambos mostraron una variación diaria marcada 

con una mayor concentración de serotonina durante el período de luz (ANOVA de 

una vía p = <0,0001, F(7, 23) = 11.66 y p =  <0,0001, F(7, 22) = 8,072, post hoc 

Bonferroni). El análisis cronobiológico con Cosinor arrojó una ritmicidad del 60% 

en el grupo AL y del 44% en el  grupo HRA (Tabla 2). Por el contrario, el ayuno 

agudo y el ayuno con la posterior realimentación mostraron valores notablemente 

más bajos de serotonina (T-test, p =  0,028). Este perfil de concentración de 

serotonina fue notablemente diferente en el suero (Figura 15-B). En el grupo AL, 

en el suero y el plasma los niveles de serotonina mostraron patrones similares; sin 

embargo, el protocolo de alimentación o HRA promovió un perfil inverso, es decir, 
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los valores se mostraron más altos durante el período de oscuridad y los valores 

más bajos durante el período de luz (ANOVA de una vía, p <0,05, F(7, 24) = 14.56 y 

F(2, 22) = 11,07 , prueba post hoc de Bonferroni p <0,05). Ambos grupos fueron 

significativamente diferentes en los siete puntos temporales (ANOVA de dos vías, 

p <0,05, F(7, 24) = 21.26, prueba post hoc de Bonferroni p <0,05). La concentración 

de serotonina en el suero fue 10 v eces mayores que en el  plasma. El análisis 

cronobiológico ajustó un porcentaje alto de ritmicidad, 85% y 75% para los grupos 

de AL y HRA, respectivamente. En la fracción del plasma, también se observó una 

marcada reducción en los valores de serotonina en los grupos de ayuno y ayuno 

más la realimentación de dos horas, (t-test p= 0,028). 
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Figura 15. Concentración de 5-HT en sangre. A) Los niveles de 5-HT en el plasma fueron 
similares en el grupo AL y HRA. B) Los niveles de 5-HT en el suero en el grupo AL 

mostraron un patrón similar que en plasma, sin embargo, el protocolo de alimentación 
restringida promovió un patrón inverso, con valores altos durante el periodo de luz y 
valores más bajos durante la fase de luz. Cada punto representa el promedio ± error 

estándar. Acceso al alimento (   ) en HRA (12:00 a 14:00 h). (   ) AL, (   ) HRA, (   ) Fa, (   ) 
Fa-Re (─) mesor AL, (−∙∙) mesor HRA. ANOVA de una (a) y dos vías, la prueba post hoc 

para ambos casos fue Bonferroni. (*) p < 0.05, (**) p < 0.001, (***) p< 0.0001. (b) t- 
Student test p < 0.05. n= 4. 

A 

B 
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Debido a la variación diaria de la concentración de serotonina en el suero y su 

relación con el transporte a través de las plaquetas, se evaluó el contenido 

plaquetario para ambas condiciones (Figura 16). A excepción del temporal de las 

08:00 h, donde se presentaron valores más altos de serotonina en el grupo HRA, 

el perfil de ambos tratamientos fue muy similar (ANOVA de una vía p <0,05, F (7, 20) 

= 14,60 y F (7, 20) = 4,065, post hoc de Bonferroni test). El análisis cronobiológico 

en el grupo AL mostró un porcentaje de ritmicidad del 66% (período de 8 h), 

mientras que el grupo HRA ajustó su periodo a un ~ 48% de ritmicidad (periodo de 

24 h) (Tabla 2). No se observaron diferencias significativas con los grupos de 

control de las condiciones de alimentación (Ay y Ay-Re). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Conteo de plaquetas. Ambos tratamientos presentaron un patrón similar en el 
número de plaquetas. Cada punto representa el promedio ± error estándar. Acceso al 

alimento (   ) en HRA (12:00 a 14:00 h). (   ) AL, (   ) HRA, (   ) Fa, (   ) Fa-Re (─) mesor 
AL, (−∙∙) mesor HRA, ANOVA de una vía (a), prueba post hoc Bonferroni p < 0.05. (***) p< 

0.0001. n= 4. 
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RECEPTORES DE SEROTONINA 5-HT1A Y 5-HT2C EN EL HÍGADO 

Estudios previos de microarreglos realizados en nuestro grupo de trabajo (datos 

no publicados) revelaron cambios significativos en dos tipos de receptores de 

serotonina, dichos receptores fueron evaluados en este proyecto por WB e 

inmunohistoquímica. Los resultados analizados por WB en homogenado, para la 

proteína 5-HT1A se muestran en la figura 17. El grupo AL presentó una 

disminución en l a abundancia de la proteína, aunque no existe diferencia 

significativa. En el grupo HRA no se notaron cambios significativos durante las 24-

h. Sin embargo, el perfil temporal para ambas condiciones, aunque no es 

estadísticamente significativo, es muy similar. El efecto del ayuno agudo y el 

ayuno con el periodo de alimentación no tuvo efectos significativos, aunque tiene 

una tendencia a disminuir dicha abundancia.  
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Figura 17 . Perfil temporal del receptor 5-HT1A. El patrón del grupo AL, aunque tuvo una 
menor abundancia, y el grupo HRA es similar durante las 24-h. Cada punto representa el 
promedio ± error estándar. Acceso al alimento (   ) en HRA (12:00 a 14:00 h). (   ) AL, (   ) 

HRA, (   ) Fa, (   ) Fa-Re (─) mesor AL, (−∙∙) mesor HRA. n = 4. 
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Debido a que se ha documentado la presencia de este receptor a n ivel citosólico, 

se estudió la presencia de este receptor en esta fracción del hígado. Los 

resultados encontrados se muestran en la figura 17. El patrón temporal de ambas 

condiciones es similar, en am bos casos, aunque la abundancia en el grupo HRA 

es en pr omedio menor, se observa un au mento significativo durante la fase de la 

oscuridad y niveles bajos durante la fase de luz (ANOVA de una vía p <0,05, F (7, 

20) = 14,60 y F (7, 20) = 4,065, post hoc de Bonferroni). El control de la condición de 

alimentación (AY y AY-Re) no presenta cambios significativos ya que los valores 

son muy similares entre las condiciones.  

 

 
Figura 18. Variación diaria del recetor 5-HT1A en la fracción citosólica. El patrón temporal 

para ambas condiciones es similar. Sin efecto significativo el ayuno agudo y el ayuno más 
el periodo de alimentación. Cada punto representa el promedio ± error estándar. Acceso 
al alimento (   ) en HRA (12:00 a 14:00 h). (   ) AL, (   ) HRA, (   ) Fa, (   ) Fa-Re (─) mesor 

AL, (−∙∙) mesor HRA, ANOVA de una vía (a), prueba post hoc Bonferroni. (*) p < 0.05  
n= 4. 
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La abundancia de la proteína del receptor 5-HT2C en el homogenado del hígado se 

muestra en la figura 19. El perfil temporal para el grupo AL presenta un aumento 

significativo durante el periodo de la oscuridad, y una disminución en la fase de luz 

(ANOVA de una vía p <0,05, F (7, 20) = 18,60 y F (7, 20) = 5,065, post hoc de 

Bonferroni test). Por otro lado, este receptor en el grupo HRA no mostró cambios 

significativos durante las 24-h. En promedio se mantuvo constante la abundancia y 

significativamente menor con respecto al grupo control (t-test, P = 0.0002). El 

ayuno agudo y el ayuno-realimentación presentaron diferencias significativas con 

respecto al grupo HRA (t- test P = 0.0049 y P = 0.0003 respectivamente). 

 

Figura 19. Variación diaria del receptor 5-HT2C en homogenado de hígado. El grupo AL 
mostró un aumento durante la fase de luz y disminución durante la fase de luz. El grupo 

HRA no tiene ningún cambio durante las 24-h. Los controles de alimentación presentan en 
ambos casos, aumentos significativos con respecto al grupo HRA. Cada punto representa 
el promedio ± error estándar. Acceso al alimento (   ) en HRA (12:00 a 14:00 h). (   ) AL,    

(   ) HRA, (   ) Fa, (   ) Fa-Re (─) mesor AL, (−∙∙) mesor HRA. ANOVA de una vía (a), 
prueba post hoc Bonferroni. (*) p < 0.05. t- student p< 0.05 (c). n= 4. 

b b 
a 

c 
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La abundancia relativa de la proteína del receptor 5HT2C en la fracción citosólica, 

en el grupo AL se mostró con un perfil temporal similar a la del homogenado. Sin 

embargo la cantidad relativa entre ambas fracciones fue mayor en la fracción 

citosolica. El patrón del grupo HRA al igual que en el homogenado se presentó por 

debajo del promedio del grupo control (t- test, P = 0.0004). El ayuno agudo y el 

ayuno más el periodo de alimentación no presentaron cambios significativos con 

respecto al grupo HRA (Figura 20).  

 

 

Figura 20. Variación diaria del receptor 5-HT2C. El perfil diario corresponde a la fracción 
citosólica. El grupo AL presenta un aumento significativo durante la fase de oscuridad y 

valores bajos durante la fase de luz. El grupo HRA no presenta diferencias durante las 24-
h. No hay un cambio significativo en el grupo de alimentación (AY y AY-Re). Cada punto 
representa el promedio ± error estándar. Acceso al alimento (   ) en HRA (12:00 a 14:00 
h). (   ) AL, (   ) HRA, (   ) Fa, (   ) Fa-Re (─) mesor AL, (−∙∙) mesor HRA. ANOVA de una 

vía (a), prueba post hoc Bonferroni. (*) p < 0.05. t- student p< 0.05 (c). n= 4. 

c 

a 
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La inmunofluorescencia para el receptor 5HT1A y 5HT2C se muestran en l a figura 

21. El grupo AL muestra una tinción menor (Figura 21-A) que la presentada en el 

grupo HRA (Figura 21-C). Lo que corrobora la abundancia relativa presentada 

para el homogenado por WB. Sin embargo en la fracción citosólica el grupo AL, 

muestra un aumento significativo durante la fase de oscuridad, que corresponde 

con la inmunoflorescencia realizada a las 23:00 h de dicho grupo. En el panel B se 

observa un marcaje positivo a nivel citoplasmático, corroborando estos datos. Por 

otro lado el receptor 5HT2C presentó una marca mayor en el grupo AL (Figura 21-

D) y esta disminuye en el  grupo HRA (Figura 21-F), que corresponde a los 

resultados observados en el WB para esta proteína. La fracción citosólica en el 

WB mostró un aumento del receptor durante la fase obscura, que corresponde con 

el marcaje inmunopositivo. En el panel E, se muestra un corte de las 23:00 h con 

inmnunopositividad a nivel citoplasmático. 
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Figura 21. Inmunofluorescencia para los receptores 5HT1A y 5HT2C. En el grupo AL el 
receptor 5-HT1A (A) AL-08:00 h y (B) AL 23:00 h, muestra menor marca en relación al 

grupo HRA (C) 23:00 h donde la localización de este receptor es más abundante a nivel 
citoplasmático. La inmunopositividad del receptor 5HT2C en el grupo AL es mayor (D) 
08:00 h y (E) 23:00 h, que la presentada en el grupo HRA (F) 08:00 h. Las imágenes 

presentadas en la parte inferior derecha corresponden al control negativo. 
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DISCUSIÓN 

El presente estudio proporciona los primeros datos relacionados con las 

variaciones diarias de la presencia y la actividad de elementos claves para el 

metabolismo de la serotonina, además de enzimas metabolizadoras y proteínas 

receptoras de serotonina en el hígado de rata. La mayoría de los parámetros 

estudiados mostraron fluctuaciones claras durante el período de 24 h en  

condiciones de alimentación ad libitum. Por otra parte, estos ritmos se amortiguan 

significativamente bajo el protocolo de alimentación restringida o HRA. Además 

del perfil rítmico dentro del hígado, la serotonina también mostró fluctuaciones 

diarias en su transporte en la sangre. Este parámetro fue drásticamente 

modificado por el protocolo HRA e i mplica adaptaciones importantes en l a 

capacidad que poseen las plaquetas para manejar la serotonina. 

 

LA RESTRICCIÓN DE ALIMENTO REDUJO LA CONCENTRACIÓN DE 
TRIPTÓFANO Y SEROTONINA EN EL HÍGADO.  

El hígado es un ór gano que participa activamente en los procesos de 

alimentación, en el proceso digestivo y es un integrador de la disponibilidad de 

nutrientes del organismo [Langhans, 1996]. Se sabe que el aminoácido L-

triptófano, precursor para la síntesis de serotonina, es proporcionado en la dieta 

[Cansev M, 2007] y en el hígado, puede ser incorporado en las proteínas o bi en 

ser transformado en l a vía de la quinurenina. Esta vía es responsable de casi el 

90% del catabolismo del triptófano, además de actuar como el precursor para la 
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síntesis de serotonina [Sainio et al., 1996]. Recientemente, se ha documentado 

que el L-triptófano actúa como precursor de ciertos metabolitos que controlan la 

expresión de la ciclooxigenasa, una proteína que participa en procesos de 

inflamación y la tumorogénesis [Wu et al., 2014]. La Figura 6 muestra que los 

niveles hepáticos de L-triptófano eran ~ 1.000 veces menor que los de 5-HTP y 

serotonina. Los niveles bajos de L-triptófano en el hígado son indicativos de que la 

compartimentación y la disponibilidad de este aminoácido podría ser un factor 

regulador, además de la actividad de sus enzimas metabolizadoras y la presencia 

de sus cofactores necesarios. En algunos puntos temporales, el horario de 

restricción promovió una marcada reducción de L-triptófano y serotonina que no se 

observó en 5-HTP. Hasta el momento no se han reportado funciones fisiológicas 

claras del 5-HTP en el cerebro, pero en el intestino, se sabe que contribuye al 

desarrollo de las microvellosidades intestinales [Nakamura y Hasegawa, 2009]. 

Además, algunas propiedades antioxidantes han sido asociadas con el 5-HTP. Es 

evidente que la condición HRA induce un nuevo estado de equilibrio en el hígado 

entre el L-triptófano - serotonina. El nuevo estado metabólico de la L-triptófano y la 

serotonina en el hígado bajo el protocolo HRA también puede deducirse ante la 

respuesta que estos metabolitos mostraron en los grupos de ayuno y ayuno más 

la realimentación (AY y AY-Re), controles de las condiciones de alimentación. 

Mientras que los niveles de L-Triptófano después del AY y AY-Re fueron similares 

en las ratas AL, los niveles de serotonina en estos 2 grupos se parecían a los de 

las ratas bajo el protocolo HRA (Figura 6-8). Lo que podría implicar que el 

triptófano se utiliza en otras vías.  
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EL PROTOCOLO HRA REDUCE LA CANTIDAD Y LA ACTIVIDAD DE 
TPH-1 HEPÁTICA. 

En circunstancias normales la concentración de L-triptófano es considerablemente 

menor que la km de TPH; Por lo tanto, la enzima no está saturada con el sustrato 

[Tyce, 1990]. La isoforma presente en el hígado es exclusivamente de tipo 1; la 

TPH-2 no se encontró mediante experimentos de qPCR (Figura 9, Tabla 1). 

Aunque la TPH-1 puede ser regulada por mecanismos de fosforilación [Huang et 

al., 2008], nuestros resultados mostraron paralelismo entre la cantidad de la 

proteína y su actividad en ambos grupos, AL y HRA (Figura 10 y 11). Por lo tanto, 

los datos sugieren que la variación diaria de la actividad de la TPH-1 en el grupo 

AL y la reducción de la actividad observada en la primera mitad del período de la 

luz en el grupo HRA reflejan la cantidad de proteína TPH-1. Sin embargo, los 

niveles de TPH-1 no parecen correlacionarse con la actividad transcripcional ya 

que el RNAm correspondiente no mostró estos mismos patrones (Figura 10). Por 

lo tanto, las variaciones de TPH-1 deben estar relacionados con eventos 

regulatorios post-transcripcional, como los cambios en la estabilidad o la 

degradación enzimática [Huang et al., 2008]. 

EL PAPEL DE LAS PLAQUETAS Y LA SEROTONINA CIRCULANTE 

Un hallazgo notable de este estudio fue el cambio en l os niveles diarios de 

serotonina en sangre, promovidas por el protocolo HRA (Figura 15 A-B). 

Considerando que el patrón diario de serotonina libre en las muestras de plasma 

(serotonina que se encuentra fuera de las plaquetas) en ambos grupos AL y HRA 
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fue similar (Figura 15-A), se observó un ritmo en antifase en el grupo con el 

protocolo HRA cuando el contenido de serotonina en el las plaquetas se cuantificó 

(Figura 15-B). De hecho, los niveles de serotonina en el suero eran mucho más 

altos que los medidos en el plasma. El patrón diario de suero de serotonina en 

nuestro grupo AL fue similar a la reportada por Sánchez et al. en 2008 [Sanchez et 

al., 2008]. Como la cantidad de plaquetas fue similar en el grupo control y las 

condiciones experimentales (Figura 16), el mecanismo subyacente a l a 

modificación en la variación diaria de serotonina en el grupo HRA debe implicar un 

cambio en la captación de serotonina y la liberación de ésta por las plaquetas. Se 

sabe que el transportador de serotonina en la membrana plasmática de la 

plaqueta es el punto principal de control de la captación de serotonina del plasma 

sanguíneo [Mercado y Kilic, 2010]. Este punto no se aborda en este estudio, pero 

es muy probable que los eventos moleculares relacionados con la transferencia de 

serotonina de células enterocromafines a l as plaquetas, así como la liberación 

sistémica de serotonina de las plaquetas a otros tejidos está influenciada por la 

adaptaciones metabólicas y fisiológicas asociadas con el protocolo de HRA / 

expresión del OSA. 
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LA SEROTONINA SE SINTETIZA EN EL HÍGADO. 

 

La presencia del RNAm de la TPH-1 y la proteína correspondiente, así como su 

actividad enzimática indican que el tejido hepático tiene la capacidad de generar 

serotonina a nivel local. La expresión de TPH-1 mRNA en el ayuno fue mayor que 

en el grupo con la restricción de alimento. Este hecho no se refleja en la cantidad 

de proteína, lo que sugiere cambios en la traducción del RNAm o en la estabilidad 

de la proteína. Se ha descrito en el cerebro, una activa participación de la 

fosforilación de TPH-1 puede aumentar su estabilidad [Nexon et al., 2011]. Los 

datos de nuestro laboratorio muestran una coincidencia entre el patrón temporal 

de los glucocorticoides circulantes y la expresión de la TPH-1 durante el protocolo 

HRA, lo que sugiere un control potencial de la síntesis de la THP-1 en el  hígado 

por la corticosterona [Luna-Moreno et al., 2012]. El valor más bajo de la actividad 

de la TPH en el grupo HRA también coincidió con una menor cantidad de la 

proteína enzimática, lo que sugiere que el efecto asociado con el protocolo HRA 

es principalmente para estabilizar a la proteína TPH-1. Otro aspecto importante 

para la actividad enzimática es el sustrato. La concentración de L-triptófano 

depende de los alimentos ingeridos, que es 30% menor en el grupo HRA que en 

los animales AL. La actividad de la TPH también depende de BH4, que actúa como 

co-sustrato; sin embargo, el mecanismo para mantener el nivel citosólico de BH4 

no se documentado bien [Nakamura y Hasegawa, 2009]. 
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En el hígado, la expresión de mRNA de MAO-A en el grupo HRA es mayor que en 

el grupo AL (Figura 13). En modelos celulares neuronales se ha demostrado que 

las hormonas esteroideas y no esteroideas están involucradas en un  mecanismo 

de regulación a la alza o “upregulation” de la expresión del gen MAO, tales como 

andrógenos y glucocorticoides [Shih et al., 2011]; Por lo tanto, el protocolo HRA 

podría promover una elevación de la transcripción de la MAO-A, mediante el 

aumento de la señalización de glucocorticoides [Luna-Moreno et al., 2012; Shih et 

al., 2011]. Curiosamente, el protocolo HRA redujo significativamente la cantidad de 

proteína MAO-A mitocondrial, tal como se detectó en los experimentos de 

Western-blot. Este resultado indica de nuevo un efecto diferencial del protocolo 

HRA / expresión del OSA, en la expresión de la actividad transcripcional y la 

estabilidad de la proteína madura. 

 

Por lo tanto, nuestros resultados indican que el hígado es capaz de transformar de 

manera circadiana el aminoácido L-Triptófano a serotonina,. Además, este patrón 

rítmico se ve influenciado por el protocolo HRA y potencialmente por la expresión 

del OSA. Se sabe que el tejido hepático también tiene la capacidad de sintetizar la 

melatonina [Sanchez-Hidalgo et al., 2009], un factor de señalización derivado de la 

serotonina. 

Para hacer evidente los ritmos coordinados de serotonina en el hígado, suero y 

plasma, así como los niveles y la actividad de la TPH-1, se graficaron los 
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parámetros con todos los puntos normalizados a valores correspondientes a las 

08:00 h (los picos o acrofases de cada parámetro) (Figura 22). En esta gráfica se 

observa la sincronización de los cinco perfiles temporales con un pico a las 08:00 

h y los valores más altos estarían durante el período de luz. Es interesante 

observar que el sistema de serotonina en el hígado es más activo sobre todo 

cuando las ratas están en la primera sección de su sueño / período de descanso. 

Es durante estas horas que la asimilación de nutrientes es más alta y se tiene un 

pico en el ciclo celular de los hepatocitos[Tongiani et al., 1982]. Cabe destacar que 

la coordinación de estos patrones temporales ajustados a un ritmo de 24 h, se 

pierden con el protocolo HRA. Queda por determinar si esta interrupción es o no 

asociado a la expresión del OSA, así como a una posible modificación en la 

fisiología del hígado. 
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Figura 22.  Parámetros del metabolismo de la serotonina y transporte. A) Grupo AL y B) 
grupo HRA. Cada punto representa el promedio porcentalizado al primer valor de cada 
punto temporal. . ( ) 5-HT en el hígado, ( ) Actividad enzimatica de la TPH-1, ( ) 
Niveles relatives de la proteína TPH-1 y ( ) 5-HT en suero y ( ) 5-HT en plasma. 
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LA SEROTONINA Y SU PARTICIPACIÓN EN SINCRONIZACIÓN 
CIRCADIANA EN EL HÍGADO Y LOS ALIMENTOS.  

Los organismos han desarrollado mecanismos de supervivencia cuando se ven en 

condiciones adversas de su entorno; estas adaptaciones se manifiestan a través 

de las fluctuaciones circadianas (~ 24 h) en la concentración y la actividad de una 

serie de metabolitos y moléculas de señalización [Kirsz y Zieba, 2012]. Está bien 

documentado que el hígado y otros órganos periféricos actúan como osciladores 

circadianos en coordinación con el marcapasos central circadiano, el NSQ 

hipotalámico [Damiola et al., 2000]. La sincronización de los osciladores 

circadianos periféricos son sensibles a los estímulos no fóticos, tales como los 

cambios en la disponibilidad de alimento y la temperatura [Yoo et al., 2004]. El 

protocolo utilizado en este estudio, la alimentación restringida a dos horas del día, 

está ampliamente aceptado para promover la expresión del OSA [Damiola et al., 

2000; Mistlberger, 1994; Mistlberger, 2009]. El hígado es uno de los órganos cuyo 

rendimiento metabólico se modifica más rápidamente en respuesta al protocolo 

HRA / expresión del OSA [Baez-Ruiz et al., 2005; Diaz-Muñoz et al., 2000; 

Vollmers et al., 2009].  

Reportes anteriores habían demostrado que la serotonina y la melatonina tenían 

una clara ritmicidad en la glándula pineal de 24-h [Huang et al., 2008]. Sin 

embargo, este estudio es el primero en para explorar el ritmo diario de serotonina, 

las enzimas que la metabolizan y sus metabolitos relacionados y, así como su 

transporte en la sangre (dentro y fuera de las plaquetas), dos de sus receptores y 
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la actividad eléctrica espontánea de los hepatocitos. Además, se demostró 

claramente que el protocolo HRA y la expresión del OSA afectaron a la variación 

diaria de estos parámetros.  

Por otro lado, la cantidad de los receptores 5HT1A y 5HT2C, muestran una clara 

variación diaria, donde le periodo de oscuridad presenta una abundancia mayor 

para ambos receptores, tanto en el grupo AL como el grupo HRA. Se ha 

documentado que el receptor 5HT1A participa como autorreceptor regulando 

funciones autocrinas además de que se ha localizado a nivel del citoplasma 

[Sandyk, 2006; Zhou et al., 2013]. 

Existe una correspondencia entre la cantidad de estos receptores y la presencia 

de serotonina en las células, ya que en el grupo AL la serotonina muestra niveles 

altos durante la fase de luz sugiriendo que la señalización intracelular de este 

receptor impidiendo la salida de serotonina de los hepatocitos, como un 

mecanismo de regulación celular (Figuras 8 y 18). Aunque este receptor se ha 

asociado con padecimientos conductuales-psicológicos, se sabe que estos 

receptores pueden actuar de forma inhibitoria [Sandyk, 2006]. El receptor 5HT2C, 

está relacionado con trastornos de la alimentación [Werry et al., 2008], entre otros 

desordenes que están relacionados con el metabolismo. En este estudio se pudo 

observar un cambio drástico durante el protocolo HRA, la abolición completa de 

este receptor durante las 24-h, nos sugiere una relación estrecha con el 

metabolismo celular.  
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Desde la perspectiva de los ritmos biológicos, nuestros datos contribuyen 

en:  

Se detectó 1) Una variación coordinada de varios parámetros relacionados con el 

metabolismo serotonina, receptores y el transporte en condiciones de AL. La 

mayoría de ellos eran altamente rítmica durante un período de 24 h  (Tabla 2). De 

hecho, se observaron niveles bajos de metabolitos hepáticos, las actividades 

enzimáticas, y que circula serotonina durante el período oscuro seguido por un 

pico evidente a las 08:00 h, en el comienzo del período de luz (Figura 22-A), 

además de un patrón diario de los receptores más alto durante el periodo de 

oscuridad (Figura 19-21). 2) El patrón coordinado de los parámetros relacionados 

con el serotonina se vio perturbado por el protocolo HRA (Figura 22-B), lo que 

sugiere una posible adaptación por el metabolismo del hígado y el transporte de 

sangre de serotonina promovido por la expresión del OSA. Donde en promedio el 

grupo AL presentó valores más altos que los mostrados en el protocolo HRA.  
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CONCLUSIÓN  

Nuestros datos muestran que la serotonina se genera dentro del hígado, y su 

producción se regula durante un período de 24-h. Estos datos podrían tener 

implicaciones en la capacidad del tejido hepático para ser regenerados, ya que se 

ha demostrado que la serotonina facilita la recuperación del tejido hepático 

después de una hepatectomía quirúrgica [Papadimas et al., 2006]. Además, la 

condición HRA modifica significativamente la forma en que la serotonina se 

produce en el hígado, así como la forma en que se transporta dentro de las 

plaquetas circulantes y es señalizada en sus receptores. Es muy probable que 

estas adaptaciones en el  metabolismo y manejo de la serotonina podrían estar 

asociados con la fisiología del OSA, pero se necesitan ensayos adicionales para 

apoyar esta idea. En una perspectiva más general, el control diario de la síntesis 

de la serotonina en el transporte del hígado y la sangre abre la posibilidad de 

regulación temporal de la serotonina y que pueda participar en ot ras funciones 

periféricas tales como la motilidad intestinal e inmune, así como en otros proceso 

relacionados con la proliferación y diferenciación en tejidos periféricos como el 

tejido óseo o la homeostasis celular del páncreas, entre otras funciones [Amireault 

et al., 2013].   
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Abstract 

Thr biogenie aminr srrolonin is a signaling moltxulr in Ihr gaslroin lrs linal 
trae l, platelt-Is, and nervous ti ssue. In nervous syslem, seTOlOnin and ils 
mrtabolitrs all" undrr thr con trol of thr eirradian timing systrm, but it is no t 

known if dai ly variations of serotonin rxis t in thr livrr. To rxplorr th is possi­

bi lity, wr trstrd if thr rhythmie pattrrn of serotonin mrtabolism was rrgulatrd 
by daytimr Il"S lri Cl rJ freding (DRF) wmch is a pro tocol assoeiatrJ to th r 

rxprrssion of th r fooo rn trainrJ osci llalor (FEO). Thr DRF involvrd food 

aeeess for 2 n raen day for 3 wreks. Control groups includrJ food ad libi tum 

(AL) as weU as acutr fasting and refteding. Srrolonin-ll"latrJ mrtabolites wrrr 
mrasurrd by nigh prrssull" liquid ell romatograpny, thr anabo lie and ealabolie 

rnzymes wrll" evalualrd by wes trm blot , q PCR, and immunom stoellemist ry to 

grnrratr 24-n profl les. Thr resul ls snowrd in thr A L group, livrr serotonin, 
tryplophan nydroxylasr-l ae ti vi ty, and protrin abundanee as wrll as srrotonin 

in plasma and serum wrll" rnythmie and eoordinatrd. T ll r DRF pro toeol dis­

ruPled this coordinatrd Il"sponsr and damped thr rnythmie profllr of tnrse 
paramrt rrs. We drmons tra trd thr dai ly syn thrsis and thr drgradation of sero­

tonin as well as ils transporl in blooo. This rnythm (Quid influence thr pnysi­

u lu¡;i .. ,,-I Ju lt- I'layeJ by ",-"Jutu"i" i" peJi l'l ""JiJ.1 UJI)il."'" DRF .. ,,-u, n.] iJ." 
uneoordinaled response in th r liver- and b lood serolonin rnythm. This modifl­
cation (Quid be- a part of thr pnysio logy of thr FEO 
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Introduction 

Serotonin or 5-hydroxytryptamine (5- HT) is a mono­
amine synthesized in the neurons of the central nervous 
system, as well as in the enterochromaffin cells (ECs) of 
the gastrointestinal (GI) tract (Mawe and Hoffman 2013 ). 

It regula tes a variety of physiologic sta tes and behaviors 
such as pain, appetite, mood, learning, sleep, vascular 
tone, GI motility and apoptosis, intestinal ccll prolifera­
tion, and platclet aggregation (Berger et al. 2009; Bertrand 
and Bertrand 2010). 5-HT is synthesized from the esscn­

tial amino acid L-tryptophan (L-Trp ). The rate limiting 
enzyme, tryptophan hydroxylase (or L-aromatic amino 
add dccarboxylasc, tryptophan hydroxylasc [TPH ] EC 
1.14.16.4. ) converts L-Trp to 5-hydroxytryptophan 
(5-HTP), which is then con verted to 5-HT. TPH exists in 

two isoforms, TPH- I found in the pineal gland and 
peripheral organs (Sakowski et aL 2006 ), and TPH-2 
sclectivcly expressed in brain (Walther et al. 2003). About 
95% of 5-HT in the body is found in the GI tract, mostly 
wi thin the ECs, and the remaining 5% is in the brain and 
different tissues ( Lcsurtcl et al. 2008). Platclets are the 
major sites for 5-HT storage, and the 5-HT rcleascd fol ­
lowing platclet aggregation is the sourcc of 5-HT available 
for blood vesscls (Ni et aL 2008 ). 5-HT in tissues is rap­
idly metabolized, mainly by monoamine oxidase (MAO ) 
(EC 1.4.3.4. ). There are two types of MAO enzymes, and 
MAO-A is the one that preferentially oxidizes 5-HT (Bach 
et al. 1988). In the liver, 5-HT regula tes several key 
aspects of liver function , such as hepatic blood flow, 
innervation, wound healing, and liver regeneration (Rud­
dcll et al. 2008; Kawasaki et aL 2010). 

In mammals, circadian rhythms are generated by the 
major endogenous pacemaker localized in the suprachias­
matic nucleus (SCN), at the anterior hypothalamus 
(C hallet 2007). It is now accepted that altemative clocks 
are located in many peripheral organs and tissues, such as 
the liver. The resultant timing system can be entrained by 
environmental factors including photonic and non-pho­
tonic stimuli (Vollmers et aL 2009). Daytime restricted 
feeding (DRF) is an experimental protocol used to study 
the physiological and metabolic adaptations of circadian 
rhythmicity when mealtime beco mes a predominant tim­
ing cue (Stephan 2002 ). DRF usually involves foad intake 
for 2-4 h in the middle of the light periodo After few 
days, the animals show bchavioral arousal before meal 
time known as anticipatory activity (Mistlberger 2009). In 
addition, the 24-h variations of a great variety of meta­
bolic and endocrine parameters change thcir phase, 
amplitude, or even the type of rhythmicity. Overall, DRF 
orchestrates a physiological response that has been con­

sidered by sorne authors as rheostatic (Aguilar-Roblero 
and Díaz-Muñoz 2009 ). Underlying the DRF protocol is 

M. Vak:lés·Fuentes et a l 

also the expression of an altemative circadian oscillator, 
independent of the SCN, whose anatomic location is so 
far unknown. This putative oscillator is known as the 
food entrained oscillator (FEO) (Mendoza 2007). 

The aim of this study was to gain more about the daily 
fluctuations of serotonin metabolism in the liver when 
food access is ad libitum (AL) or restricted. The results 

showed that 5-HT is generated within the liver, and that 
its synthesis is regulated differently during FEO expres­
sion. 

Materials and Methods 

Animals 

Adult male Wistar rats wcighing 200 ± 20 g were main­
tained in constant conditions of 12 h:12 h light-dark 
cycles (lights on at 8 h ) and constant temperature 
(22 ± 1°C). Rats were kept in groups of four in transpar­
ent acrylic cages (40 x SO x 20 cm ) with free access to 
water and Purina Chow except during DRF, acute fasting 
(Fa), or acute fasting-refeeding (Fa-Re) conditions. All 
experimental procedures were approved by the Biocthics 
Committee of the Institute of Neurobiology, Universidad 
Nacional Autónoma de México, and confirmed with 
international ethical standards (Portaluppi et al. 2010 ). 

Experimental design 

The experimental protocol had four groups: (1 ) Rats fed 
AL; (2) rats under DRF schedule with mealtime only 
from 1200 to 1400 h for 3 weeks; (3) rats fasted for 21 h, 

and (4) rats that were fasted 22 h and refed for 2 h (from 
1200 to 1400 h). Rats were sacrificed by decapitation at 
0800, 1100, 1400, 1700, 2000, 2300, 0200, and 0500 h. 
The controls of feeding condition, Fa and Fa-Re, were 
sacrificed at 1100 h and 1400 h, respectivcly. Immediatcly 
after sacrifice, livers were homogenized or frozcn in dI)' 
ice and kept at - 80°C until analysis. Two samples of 
blood were collected. Immediatcly after decapitation, for 
scrum, blood was collected in Vacutainer® (Becton Dick­
inson, Mexico City, Mexico) tubcs and centrifuged at 
2S00g for 5 min. For plasma, bload was collected in BD 
Vacutainer® (Becton Dickinson ) tubcs with K2 Ethylene­

diaminetetraacetic acid (EDTA ) and centrifuged at l SOOg 

for lO min. 

Subcellular fractionation 

A sample of 2 g of the liver was homogenizcd in 15 mL 
of buffer (lO mmollL Tris- HCl, pH 7.4, 225 mmol/L 
sucrose, 0.2 % Bovine scrum albumin, 0.3 mol/L Ethylene 
glycol tetraacetic acid ). Briefly, the homogenate was cen-
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Irifuged '11 ISoog for 15 min, amI Ihe supernalanl "':IS 
ccnlrifugcd ~I 10,OOOg for 15 min to scdiment the mito­
chondrial fraclion, which was resuspendrd. The s("{;ond 

supern,llanl W,lS crnlrifug~"(1 at loo,OOOg fur 1 h for Ihe 
microsomal and cytosolk fraclions . AH cenlrifugalions 
were performed at 4°C, ami aliquols were kept at _ 80°e. 

qPCR amplific.ations 

TPH-I gl"lle expressiun was e'·aluah.-d b)' isolating 101.1.1 
RNA from ¡¡ver tissue (20 3U mg) using lhe SV TOlal 
RNA lsolalion SyMem (Promega, Madir.on . WI). The 
amounl and qualily of RNA "'ere eSlimatl-d sp;."{;trophoto­
metricaUy at 260 and 280 nm, and a constant amuunt uf 
RNA (2I1g) was rr\"ase transcribed using SuprrScripl"" 
III Re"erse Tr:mscriptase, Oligo(dT)H_1A Primer, RNa .. e­
OU"I""u recombinant rihonuclea.o;c inhihitor, and dNT l' 

Sel polymerasc chain reaclÍon (PCR) Grade (hwitrogrn, 
Carlsbad, CA). AmplificalÍon "'as pcrfurmed in triplicale 
in the CFX96TI\'1 real-time l'cn deleelion system ( lIio­
nad, Hercules, CA). l'nmeTS used (or quanlilalive l'CI{ 
(qPCR) amplificatiuns w~:rc synth('sized by Sigma-Aldrich 
Co. (SI. Louis, MO ). and Ihe corrl'sponding scquences Me 
shown in Table l. Amplifiealiolls were carried OUI with 
i\·laxima SYI.IR Creen qPCR i\laster Mi:.; (ThemlO Fisher 
Sciemific, Waltham. MA ) in a 10 /JL final reaction "01-
ume containing cDNA ( 1/ 20) and 0.5 lunoltL of each of 
Ihe primer pairs in SYBR Creen Master Mix, according 10 
Ihe follo\Ving prolocol: aclivation of Taq DNA polymerase 
amI DN,\ ,lenaturalion al 9S"C for 10 mino foHowed by 
40 amplificalion cycks consisting of 10 scc al 95°C, 
30 .'\Cc al 60°C. amI 30 ~cc al 72°e. The PCR data \\"ere 
analyzed by Ih(' 1 - <140 mrthod, antl eyele Ihn:sholds 
normali:ted to Ihe housekeeping gene Rpsl8 ,,"ere used 10 

ealculale the mRNA levcl.~ ofTI' H-I. 

Western-blot analysis 

PrOlcins frorn the li"er homogen;"l le and hepatk fraClions 

were separaled by 15% sodiulll dodec)'1 sulfale polyaeryl-

Oaily Variat i on~ 01 Liver Serotonin Metaboli~m 

amide gd elcclTOphoresis (SDS-PAGE) undcr reducing 
conditions, Iransferred lO nilrocellulose membrancs, and 
bloek("(1 for 1 h in Tris-Buffercd Saline antl Twe('n 2U 

(TBST) buffer (2U mmollL Tris, pB 7.5, 500 mmul/L 
NaCl, 0.5% T"'cen 20) ",ith 5% non-('u milk . Anli-Tl'H 1 
(ab52954, Abcam. Cambridge, U.K. ) (113500 in TI.IST) or 
anti -MAOa (5(-20156. S,11lta Cruz BiOI~chnulogy, [nc, 
Santa Cruz, CA ) ( I/lOUO in TI.IST) was addcd ,IS primary 
antibody and ineubated overnighl at 4°e. As loading con­
trols for liver hOlllogenatl"S, lllembran~s \Vere incuool~d 

wilh mousc anti-tubulin anlibo<ly (ab 5ó676 Abcalll, UK) 
diluted 1/1000, for milochondrial fraction.~ ",as ur.cd as 
control prolein of lllilochondrial origin, .dbbil anli­
VDACI / Porin anlÍoody (abI5895; Aocam, UK) diluled I1 
IOUO. Afte r " "dshing, ml"mbnlll('s W('fe ineubat("([ with Ihe 
appropriale sccondary anlibodies conjugale<1 lO alkaline 
phosphatasc (5(2315, Santa Cru:t Hiotcchnology, Ine.) 11 
5000. Bands "'ere rrn'akd using the AP cunjugalc sub­
SlTalc kit (Bio-Rad, CA). D~:nsilUmrlric ,11laly:'>is "'as per­
formed using Ihe Image Lah Software (v 3.0, Hio-Rad, 
CA ). 

Immunohistoc.hemistry 

Li"er lissue was fixed for 1 week in 10% formalin al 4°C, 
wi lh form,llin ch,mges e"cry 2 days. Aftcr fixa!Íon, the tis-
5ue "~15 embcdde<1 in l'araffin and scctioned inlo 7 11111 

slices. Samplcs "'ere deparaffinized for 2 h al 60°C in a 
dry-heal o'·en. Arl~r Ihal, sl"{;lions w~re r~hrdraled in Ih~ 
501\'enl series: Xylol 100% ( 10 min ), elhanol 100% 
(5 min ). elhanol 96% (5 min), ethanol 80% (5 min ). :md 
d('Íoni:ted waler ( 10 min), with a .<;ubscquenl [)'lth in per­
nwabiliz.1tion buffer (4 mmollL sodium eilrale, U.I % 
Twccn 20) for 8 mino Antigen retrie,',d was performed in 
E])TA buffer ( 1 mmol/ L E])TA, 0.05% T,,"een 20, pH 8) 

in a water balh al 9{)°C (or 1 h, followc<1 by hlocking 
",ith 1% non-fal milk fur I h. rhe scclions \Vcn: wash~d 
3 x 5 min wilh 0.05% TBST ,md Ihen incuoote<1 o"er­
night al >!"C ",ilh the primary antibody againSI Tl'H-1 
(ab52954, Abcam, UK) dilutcd 1:50. The next day, sec-

rabie , . Rarrus notVe<JICUS ohgooudeollde sequenees ll5ed In qRT-PCR eXpenmef1lS. .. ~, Gen8ank 

Tr;plOphan hydroxylase 1 (lphl) NM_OOll00634.2 S~~ 

Antisense 
Tr;plOphan hydroxylase 2 (lph2) NM_'73839.2 S~~ 

Antisense 
Monoamine oxidase A (MAO-A,\ DOO688 S~~ 

Antlsense 
Rlbosomal protem S 18 (Rps18) 8C126072.1 S~~ 

Antlsense 

e 201 5 The Autho<s. P/"iyliOOgicIl REp;:o"Il' po.t>tished by Wiey Periodc~1s, In( (In behalf 01 
!he Ameriun ~olI SocOety ;>nd The PhysioIogi<:iI Soti<!ty 

Primer sequence Sil(' (bp) Ta (oC) 

GCTGAACAAACTCTACCCAAC 86 ro 
CTTCCCGATAGCCACAGTATT 
GGGTTAcmCCTCCATCGGA SS ro 
AAGCAGGTTGTcnCGGGTC 
GCCAGGAACGGAAATITGTA '" 62 
TCTCAGGTGGAAGCTCTGGT 
nCAGCACATCCTGCGAGTA B6 62 
nGGTGAGGTCAATGTCTGC 

2015 I Vol. 3 I 155.5 I e12389 
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tions ",cre w'lshcd 3 x 5 min Wilh 0.05% TBST ami 
incubated for 2 b with the sccondary antibod)' (A!oa 
Fluor~ 594 ~O<H anti -rabbit IgG, Invitrogcn ) di!utcd 
1:400. The staining wa.~ viSllali ~cd IIsing a confoca ! micro­
scope Zeiss lhio\"ert 200 LSl\1 510 Meta-Multiphoton aLld 
caplllred by software.' LSM 510 Meta by Zciss (Mexico 
dty, I\kxico). 

Tryptophan hydroxylase activity 

TPI-! activily was n1('asurcd in liver horno~rnat('s IIsing a 

I<ldioacti,"c isotopc assay (Barbos.l CI al. 2(08) wilh ttu: fol ­
lowing rcaction medium: I-Iepes (50 nmoll L, pl-l 7), cata­

lase (lOO IlglmL), ltyplophan (50 IUIlOIfL), dithiothreitol 
(5 mmoI{L), Fe (NH.h (SO.h (Jo flmoI! L), 6-n1('lhyl 
-5-6-7-S-tetrahydmpterine dih)'dmchlmide (6-MPH4 ) 
(500 l,moIlL), and 1 lit of e H ) ttyptophan ( 1 fl l mL). 
The sampk was incubated al 37"C for 10 mino Thc 
reaction "~lS stopped by mlding a suspcn.~ion of activatct! 
charcoal (7.5% in 1 mollL HCI), and 200 ¡IL of Ihe super­
natant was Iransferrcd 10 scintillalion tub~'s; scintillalÍon 
fluid was addcd, and radioactivity was evaluatcd wilh a 
Beckman p counter. 

Measurement 01 S-HT, 5-HTP, and L-Trp by 
HPLC 

5 HT and 5-I-ITI' concentrations within the liver, platelct­

free plasma, ami platdet-rich plasma werc' assay(-d by hi~h 
pre.<.Surc liquid chromalography (I-IPLC). Uver samp l e.~ 

wcre homogeni~ed l/S (w/ v ) in 0.1 mol / L HCIO. 

containing 0.2 mmolfL E.DTA, filtered with a centrifuge 
IUbe fil ler (Spin-X, Coslar3 , Corning, NY). The HPLC sys­
Icm consiSlOO of a de1ivery pump (Sol\'ent Delivery S)'Slem 
pM-80; Bioanalylical SysleLlls, Wl'Sl Lafayelle, IN ), a sim­

ple injlX"lOr (BASi Liquid ChromalO!:I<lphy CC-SE, 20 IIL 
loop; HiO;"lnal)'lical S)'Slcms), a CI8 rc"CTse rhase column 
(BASi ODS C18, lOO x 3 mm, 3 Iml partide sizc; Bioana­
l),tical SySltn1.~ ) , and an dtctrochcmical dClcctor (Bioana-
1)'tic,L1 Systems) wil h ;1 C'lrhon elcctrode; lhe pottntial W,IS 
adjusled lO +600 mV versus the r("(erence clectrode (AgI 

AgC!). Thc mobilc phasc containcd 0.1 mol!L NazHPO., 
0.05 lllol!L Cilric acid, 0.17 mmolfL EDTA, 1 mmolfL 

KCI, and 2% mel11<lnol (vlv ), pH 4.5. The flow I<11e "'as 
0.6 mI. per min at a prcssure of 2400 psi. AII chromalO­
gr:nllS "'ere rccorded am! :l!1;IIFJ:<! using the ChromGraph 
R.'port soflwarc 2.3 (Bioanalyti(al SySlcms), TryplOphan 
was measurcd in homogcn;ltcs using I-IPLC (Dionc-x, Ult i­
mute 3000, ThCTmo Scicnt ific, Chmmekon 6.R .~onwarc 

integrator for data analysis, Waltham, MA) with fluon.'s­
(cncc detlX"lion (c¡;citalion and cmission 337 and 442 nm, 
respcctivdy) afler o-phlhaldeh)'de (OI'A) dcril':lti1.ation. 

Thc S-alllplc homogenates (25 IIL) "'ere mi.xed wilh 25 IIL 

M. Valdés-fuentes er al. 

ofOPA in a lube, :lnd aner 2 min the)' ,,"cre injccled onto 
a S)'ncrol1is CI8 colul1111 (250 )( 4.6 mm, I'article Si7-C 
S ¡mI, Thcrmo Scicntific) at 20°C. W(' \1Sl"! a mobilc phasc 
of 0.1 mollL pOlassillm acelatc adjw;tcd tO pH 5.5 with 
glacial acelic acid and a gradil'nl ",ilh 25% mc\hanol, 75% 
mobilc phaS(", flo\\' rale 2.5 mUmin. 

The concentT;ltions \\'ere detcrmined from peak ;lrC;IS 
using eXlernal slandards of L-"!"rp. s-I-ITp, and, 5-I-IT 
(Sigma -Aldrkh CO., St. Louis, MO). 

The protcin conccnlmlions arc expre.~sc<! as nmol/llg 
prolein and pmolfflS prolein in li,'cr homogmales amI 
nmollmL for blood dClcrmin;ttions. 

Platelet count 

Platclcts in the blood S;lIllplcs \\'ere qU:lnlified h)' a SI:1n­
danl clinical procedure using an automaled cell counlCT. 

Statistical analysis 

R~'sults an.' ~'¡;pn.'~S("d a$ Ihe mean ± SEM. Thc st,tti stical 
anal)'ses "'erc pcdormed using Graph l'ad I'rism softwarc 

(v 5.0; San Diego, CA). Norlllalily dislriblllion and cqual 
\'arianccs wcrc determint:\! by the Kolmogorov Smirnov 
amI LCl'enc tcsts. Different timc points "'ere comparcd 
using OI]('-way analysis of variance (ANOVA), and groups 

Wer(' compar('d usin~ a IWO-\\';ly ANOVA test follo",(,,1 in 
hOlh cases h)' a post hoc ¡¡'onferroni lest. Al! pairwisc 

mulliple comp'lrisons "'ere pcrformed by lhe sludent's 
H cs!. DiffcrenceS among groups wcre considcrcd .~lati sti ­

call)' signifiC:l!1t ,11 P ::s 0.05. Rh)'lhm ,l11al)'Scs were per­

formcd b)' COSANA soflwarc (v 3.! de"clopcd by AA 
Bencdito-SiJl'a, CJo,·IDRB, [CBIUSP, 5;10 1-'aulo. BmÚI). 

Results 

Daily variations of liver L-Trp, 5-HTP, and 5-
HT in rats under daytime-restricted feeding 

Thc precur.'\(lr fm scmtonin is L-T'I). [n Figure lA, it 
can be S("('n lhat hepatic L-Trp in Ihe AL group sho\\'ed 

a p;ll1crn of Ihrcc pcab ( 1100, 2000 and 0500 h) with 
valle)'s al 1400 and 0800 h . DRI' promoled a draslÍc 
change in lhe rhylhmic p,l11em, showi ng a c!c¡n "'llley al 
1700 han,! higher kvds of L-Trp tluring the h!.<;t pan of 
the dark pcrio<l. Therc \\'erc significanl differcnccs 
bctwccn Ihe t\\"o groups at 1100, 1700, 2000, and 
0500 h. corresponding 10 the points of highcsl COlKcn ­
traúon in the AL group (two-way ANOVA l' < 0.05. 
Fp . 42 ) - 18.33). Anolher dilTerence associatl'{! wilh Ihe 
DRF protocol was a signiflc'1l11 retluction (-50%) in thc 
average Icvels of L-Trp in thc 24-h period o The cosinor 

program indicaloo a 47% adjusllllenl in lhe AL group 
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figure 1. Analysis 01 Ihe daily varialion 01 L-Trp (A). 5·HTP (8) ano.:! 

5-HT (C) in ral liver measured by HI'lC Each poinl reprtsents lhe 

mean ± SEM_ Access 10 lood lor Ihe DRF 9roUP is represented by 

lhe black bar (1200-1400 h)_ Al (. >. DRF (O). Fa (.A). Fa·Re <-l. 
mesor AL{- ) DRF (-_.). (a) one-w<1j ANOVA. post hoc Bonferroni 
lest_ of> <: 0_05. o of> <: 0_01. ooof> <: 0 .001. t\M:)·way ANQVA. post 

hoc Bonfefrom test (b) Stooent's Hest P -< 0_05_ n - 4_ 5-HTP, 

5.{)ydroxyuyplOphan; S~T, S.{)ydroxytryptamln!!, HPLC, hlgh 

pre~re Ilquld chromatography: ORfo daytlme reslrKted leedlng. 

ANOVA. aflol~s 01 vanaJ1(e. 

Table 2. ChronoblOlogtcal analySls 01 IIVef and blood samples_ 

L-Trp l<ve r 5·HTP l<ve' 5·HT l<ver 

AL 0"' AL DRF Al DRF 

""'" • " " 12 24 12 
Amplitude 024 0 14 019 0_19 0.45 0_21 

"'~, O" 041 073 0_82 0_80 0_63 

% rhythm 472 557 " 50 ~ 35 

Oa ily Varialion¡ 01 liver Serotonin Metaboli¡m 

with a period of 1\ h, whneas Ihe DRF group shuw~-d an 
adjw;tnwnt uf 56% wilh a periud of 24 h (Tabk 2). 
Co nlrO) groups of fccding condilion (Fa and Fa -Re) 
showcd L-Trp lcl'd s more simi lar lO Ihose of AL miS, 
Ihat is, significanl!y highcr Ihan the corresponding Icvcls 
in DRF rJts, bulh bcfure (ood access (, ) 15% al 1100 h) 
and afler fec<tin g (- 1\2% al 1400 h) (Student's H est 
p - 0079 and 0.0096: P -:: 0.05). 

5-I-l Tl> is an inlcrmedialC in lhe COllvcrsion of L-Trp 
lO 5-HT Figure lB displays Ihe daily l'arialiOIlS of lil'er 
5-HTP. Tht, group AL showt-d a paUt'T!l wÍlh two ckar 
pc,lks, at 0800 and 2000. The peak al 0800, at tht, 
bcginning of Ihe lighl pe rirnl , is rc;lched by gr.ldual 
changes lha t OCCLlf OI'c r 1800 h (from 2300 10 1700 h); 
in conlrasl, lhe pea k al 2000 h, al Ihc begillning of lhe 
dark periud, is suddl'n amI limited to ,1 singk time 
puint. rhe DRF prutocol changed sume aspecls uf the 
rhYlhmic patlern of 5-HTP: il al.<'o sho\\'ed 1\\'0 peaks, 
one :tI lhe beginning of Ihe lighl perirn! (0800 h) an,! 
similar lu Ihe une shuw]] by Al rJts; howewr, Ihe scc­

ond peak " "JS obser\'ed al 1700 h, different frum the 
AL group. AnOlher difference ",as Ihal in the "ISC of 
lhe DRF miS, Ihe 1"'0 peak$ "'ere shaHower, since OOlh 
showcd incremenlal changes in Ihe 5-HTP lcvt'ls. As a 

consequence, Ihe pallern in Ihe Al mIs was beller 
adjuSlt'<!, by lhe cosinor program, lo a 12-h periQ<t b1.H 
",ilh low rhylhmicily (- 21 %), whereas Ihe temporal 
variations of 5-HT in DR F rats was also adjusled to a 
l2-h period but I,'ilh higher rhYlhmicity (- 50%) 
(Table 2). Significanl diffcrences bclween Ihl' 1"'0 treal­
lllenlS were deleclcd al 1700 amI 2000 h, ",i lh nu sig­

nificant changc in Ihe 24-h al'er.lge \"II1.le in ci llwr 
group (Iwo-way ANOVA l' -:: 0.05; F(1. H) == 7.232). 5-
HT lc-vcls "'ere sl'nsiti\'e nei ther to Fa nor tu Ihe snbsc­
quent refCl-ding cundiliun . 

Dailr \'arialions uf Ii\'er S-I-lT in DR F ra ts are shown 
in Figure le. rhe AL group .~howed a \\'ell -defined cyclc 
",ilh minimum 5-HT concenlmlion ~ during Ihe dark per­
iod, and significanlly higher lcvcls during tht' lighl period 
(one-""JY ANOVA P < 0.05, F(1. l . ) == 33.97, poSI hoc 

5·HT »" Coonlol 

MAO·A mRNA ~,m plasma platelets 

Al ORF AL '" AL O", AL W AL 0"' 

24 24 " " 'A " 'A " • " 12 8.87 1.35 0_65 " " 6 S '" '" 22 17_5 " L3 " '" " 13.5 1269 '''' 50 75 " " " " " " 66 " 
l ·TRP< L-tryptophan; 5-HTP. S-hydroxytryptophan; 5·HT. serolOmn; TPH, tryptopha n hydroxyiase; MAo.A. monoarlllne oxidase Isofom1 A; ORF. 
daytlme reslncled ¡eedlog. 

e 2015 The A..thors. Pt,ys;';*.gicj/ R~ po.b1l!.hed by w~ Petio<k.>l!, no: on ~~ 01 
the """"ic, n PIlysdog.;:,. 5ocOe\y .nd The PhysioIogic,. 50citty 
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Bnnfermni's test ). A dcar pe'lk "',IS ohscrvcd at 01lOO h, 
(Iuring lhe tmnsition from dark tO lighl I>crio(k This pal ­
tern was dras tically altcrcd by thc DRf pro!ocol. since 
conceotrations of 5-1'1T were lo,,'er in the light perio.:! 
amI highcr during thc dark pl"Tiod. Significant diffcrenccs 
Octween the ",'0 trcatments occurrcd al OSOO, ]100, 
1400, 0200, and 0500 h (Iwo-way ANOVA P < 0.05: 

F(7. 24 ) '"" JlI; post hm; Bonferroni '5 test) . The 24-h rhythl1l 
of lhe AL group was beU(""r fitted 10 a sinusoidal pattern 
(-50% with a 24-h pcriod) lhan lh("" rhylhm shown by the 
DRF group (-36% wilh n 12-h pcriod ) (Tablc 2). A non­
significant t(""ndency for th("" 24-h-,II'(""rag("" valu("" 10 Ix 
redueed in Ihe DRf group was ol;JSel"\'C'l. fa amI I'a- I{e 
gmups showC/1 v,lIue.~ morc similnr 10 lhe DRF group. 

One importanl aspe<:l or this analysis is lhal th("" eon­
centra!ion of Ihc precursor amino acid wa.~ 100,'cr Ihan 
the eonccnlr.llions of 5-HTl' amI 5-HT, suggesting Ih'11 
Ihis amioo acid is rale-limiliog Ihe 5-HT metabolism. 

Daily variations of liver TPH in rats under 
DR' 

Figure .2 depiets Ihe dai ly profilc of bioehel1lieal paral1le­
t(""rs ofTPI-I-I, the T;lte-limiling enqme for scrotonin syn­
thesis. I' igure 2A shows lh,' 24-h varial ion of Ihe hep,ltic 
Tl'H - I mRNA . The AL group showC/1 a bil1lodal Jmllern 
with p(""aks during th("" light period (,lt 1400 h ) and during 
Ih("" dark J>criod (at 2300 h). The J) I{F l'rOlocol l'romoled 
'1 lack of rhylhl1licily in lhe prome for Tl'H-I mRNA . lt 
was nOleworthy Ihal Fa increascd Ihe TPI-I-l mRNA 
significanlly; Ihis errect was TCversed by Ih("" 2-h food 
:tccess. TI'H-2 m l{NA di,1 nOI show amplificalion in liver 
samplcs (¡[,lla nol shown). 

Figure 213 shows Ih("" daily varialÍons of TPH aelivity in 
liver homogenates, as m(""asure<1 by a eoupled ('nlymatic 

assay. The 24-h profilc in Ihc AL group indicak-d a eIe,lr 
rhythm wi lh ,1 ¡x'ak ,11 th,' transition !x'I",c,'n dar]; and 
ligbl pl'riods (0800 h). Therc "'as ,1 significanl drop dur­
ing the dark ¡xriod (one-way ANOVA l' < 0.05, 
Fp . m - 30.69, Bonrerroni 's post hoc test ). The profilc 
of Ihe DRf group "~IS simibr, wilh one notable excep­
lion: Ihe 0800 h peak was n01 obSCI"\'ed: thus. TPl-l aeliv­
ily was significanll), 10w(""T in Ihe r:lIS under Dltf. AnOlher 
.significanl reduClion wa.s dClecled al 1400 h (lwo-s.1mplc 
Kolgol1lorov- Smirnov IlOSI, P < 0.05). In general, Ihc DRf 
group also had higher values duriog lhe lighl period 
(Kruskal- Wallis I('sl - 25.11, P - 0.0007, P < 0.05). Both 
groups ,,"ere adjusted lo a 24-h rhylhm, ",ilh a rhylhmic­
il)' of 50% for Ihe AL group and 75% for Ihe DRF group 
(Tabk 2). Control groups of fel'ding condilions showed 
significanl l)' lower \"alues Ih,1I1 Ihe Al amI DRF groups. 

The daily varÍ;ltions of Ihe TPI-I - l protón w(""re evalu­
ated in Ihe lin'r eylosolie fraclion by "'estero blol a5S.1y 

M. Valdés-Fuen\(>s €( al 

(f ig. 2C). Anli-TI'H-1 antih<)(ly detcclc<1 ,1 defincd hand 
",ith the expeeling molecular wóghl (-50 kDa). Similar 
lO Ihe Tl' l-l aClivity, AL ralS showc<1 a wcll-dcflnc<1 
rh)'lhm for Ihe amounl of lil'(""T Tl'l-l-I l'rolcin, with an 
clel'alion fmm 0800 10 1100 h, and significanlly lower 
lel'cls al olher limes (from ]·100 lO 0500 h). DRf ralS did 
not sllOW ,1 rhythmie pallero for cytosolie TPH-I, amI il 
,,"as prescnl al considerably lower le\"cls Ihan in Ihe AL 
group during lhe firSI part of the light phas("" (from 0800 
to 1400 h) (Iwo-samplc Kolgomorol"- Smirnov lest, 
l' < 0.05). The TPl-l - 1 signal in Ihe anne Fa and Fa -Re 
ralS showed kvcls simil,lr to thoS/.' for lhe DRF group, 
amI significantly lower Ihan Iho"", for lhe AL ralS. Immll­
nohislochemic'll Sl,lining for Ihe T PH - I prOlón in lil'er 
ShOWl-d low(""r intensity in lhe DRF th,Ul in Ihe AL condi­
lioo, confirming Ihe results obscrved in Wes!ern-blol 
ass:ly ( \VB) ami em.ymalic :lelil'il)' ,lssays (Fig. 2E :lnd F). 

Daily variations of MAO-A in rats under DRF 

figure 3 show$ Ihe 24-h mRNA and prolein profiles of 
lhe Olain ealabolizing enzyme for St'rolonin in Ih("" liver, 
Olilochondrial ]I,-II\O-A. The Al r.l1S ShOWl'd ,1 bimodal 
rhythm in lhe (""xpression or MAO-A mRNA (I' ig. 3A). 
T",o ¡x'aks "'ere del(""cted, one during lh("" ligbl pcriod (at 
1400 1700 h) amllhe second Ihrougho Ul lhe enlire dark 
p(""riod (from 2300 to OSOO h). In contraSI, in the DRF 
gTOul' Ihe rh)'!hmicilY wa.s 10s1. No significanl difrereoces 
",ere dClcctc/1. In Ihe ~me way, Ihe mRNA for MAO-A 
in Ihe conlrol groups of feeding cooditions did nOI sho'" 
an)' change, and were similar lO Ihe AL and DltF groups. 

Thc daily profile of MAO-A protcin assa)"ed hy weSleTtl 
Mol of Ihe lil'er milm;hondrial fr.Ktion is shown in Fig­
ure 3B. Tllé' AL group show(xl a well -d(,fin(""d rhythm with 
a ¡x'al; al 0800 h and a plaleau wilh lowl'r I"alu('s from 
¡lOO lo 0500 h. The p~ttern in Ihe DRf ralS \1"dS very dif­
f('r(""nt : th("" rrlati\',' abundanee of MAO-A prot,'in II'as sig­
nificamly low('r O\'('r lhe entire 24-h period, amI a single 
peak al the ocginning of lhe dark period 1'~IS deteclC/I 
(2000 2300 h). Both groupS ""ere significantly different al 
0800, 1400, 0200, ami 0500 h (Kolgomnrol'-Smirnov 
two- s.1!llpl~ P < 0.05). Cosinor analysis indicated similar 
rh)'lhmidlY in hOlh groups~ 43% in Al ralS ami 5,1% in 
])J{ f "lIS. Acule Fa and I'a- I~ e showed similar lcl"els of 
M,\O-A prolein, which "'ere inlerm .. -diale behV<.'en Ihe AL 
and Ihe DRF gTOUp (J\ lann- Whitncy leSI P = 0.0379). 

Circulating 5-HT: differences between 
plasma and serum measurements 

Blood S<lmplcs an<lIY'~cd for pl<lsn1<1 ""ere pre-treatC/I ",ilh 
EDTA. As shown in I' igure 4A, the le"els of plasma 5-I-IT 
were \'ery similar in Ih,' AL and DRF r.l1S. BOlh ShO\HXI a 
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figur o:> 2. Da"y v",,,at,on In Tl'H mRNA exp,eSSIOn (A} scale at "9ht for Fa value. "",xyrnat>C actrvlty (8) protem (C aod OJ. and 
immunohistochemistry (E and f) in liver. Each point represents the mean ± SEM , Access to lood lo< the ORF lI'oop is represented by the black 
bar {1200-1400 hl. AL {e l. ORF (O). Fa ( ... ). Fa-Re (II). mesor Al{-) ORf (- "' l. (a) one-way ANOVA, post hoc Bonferroni test aod Kruskall­
Wal llS test , ' P" 0,05, " P " 0.01, '''P '' 0,001, two-Silmple KolgomoJOll-Smlmov test. (b) Mann-lNhltney P " O.OS. n - 4 , In E and f, the 
box at the Iower Jlght show.;!he negatlve com,oI. TPH. tryptophan ~roxylase; Df\f. daytlme restncted feeding; MK:NA. analys.s of vanaoce , 

m<1 r k("(f rhylhm with high(>r 5-HT during ¡he Jight p~:riod 

(nne-way ANQVA P < 0.0001, Fa, H) '" 11 .66 and 
P < 0.0001 , F(7 . 22) '" 8.072. po-,t ho<: Bonferrnni '$ te.., ) 

,md a rhythmióty uf 60% in AL gruup and 44% in Ih(' 
DRF grnup (Tahlc 2), In COnlr,'$;! , Fa amI Fa -Re showcd 
notahly lo\\'cr I'alucs o f 5-HT (s ludent 's Hes, l' == 0.028). 

e 20'S The Authors F1IysioIogiul R~ pOOlisl>fd by w~ ~,;od<i~ In<: on behiH ot 
\he Ametan ~ S<xiety af'ld The Pt.ysioIi::Igó::aI Soót ty 
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Figure l . MAQ-A.., Ihe ral !over (A) Levels 01 MAQ-A mRNA 

expfe55ton and (B) protem In mlloc:hondria (e) Blot repreenlallve 

sample 01 represenlative abundance of MAO-A protein in lhe 
diffefrol conditions. Each poinl repreenls the mean ± SEM. 
Access 10 food for lhe ORF group 15 represented t1)' the blad bar 
(1200-1400 h) AL (e ). ORF (O). fa (A ), Fa-Re (11). mesor Al(-) 

ORF (-_.), (a) Krusl:all-Wallis I!!SI. 'p" 0.05, "p" 0.01. 
"'P <: 0.001. KolgomoJw- Srmroov lwo--samples test. (b) Mann 
Whilney P < 005 n '" 4. MAQ, monoamine OXlOOse: ORF, daybme 
r!!Slricted leedlng. 

This pro(,]e ",as strikingl)' (fifferent in serUIll (Fig. 411). In 
the AL group, SCTUm and plasma lc\'cls of S-I'lT showed 
similar p,ltlerns; in (mtnlst, the DRF prOlo<:ol promotcd 
an in\'erse pro(,]e wilh higher \'alul's dllriog the dark pi'r­
iod ,md Jowcr ",tilles dllring Ihe lighl [>Criod {onC- \'~ly 

ANOVA P < 0.05, Fp , H} - 14.56 and F(l. m - 11.07, 
Boofcrruni's post huc lest). Both grullps '''<'Tl' significanlly 
difTcren¡ al sc\'cn limc points (I\\U-way ANOVA 
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M. Valdés-Fuentes el ~ 

~~----~~ ...... -
8 11 14 17 20 23 2 5 8 

Time(h) 

Figure 4. eoncenlrauon of 5-KT In bk:lod Plasma <N. serum (6), 
and n...-nber 01 platefel5 (e) Each PCIln! repreents the 
mean .i SEM. Access to lood lar !he DRF groop IS repreented by 
!he btac~ bar (1200-1400 h) AL (e ), ORF (O). Fa (A ), Fa·Re (~. 

mesor Al(- ) ORF (_ •• ). (a) one-way AJKNA, post hoc 60nlerrani 
test .p < O.OS. "P < 0.01. "'P < 0001, two-way ANOVA. post 
hoc SOnfenoni t!!St lb) Stooent's H!!SI P <: O.OS. n ~ 4. 5-HT. 
5-hydrOXVlryptamlne: ORF, dayume reSlrlCred feeding: ANCNA, 

ana1ysls of varr,)nce. 

P < 0.05, F(7. 24) - 21.26, Bonferruni's POSI hoc test ). 11ll' 
concenlr.rlion of 5-I·lT in scrum ",as 10 times higher th;m 
in plasma. Both gruups had high rhythmicity based on 
Ihe cosinor analysis: 85% and i5% for AL and DRf 
groups, respccli\'c!)'. In Ihe plasma fraClion. a marke<f 
reduction in the S-HT \'a lues in lhe comml groups of 
fcrding condilions (sludenl's HeSI J> - 0.028) was al.o;o 
obscl'\'e<f. 

To dekmli!ll' if thl' difTcTl'Ill'C bl'lween thl' 5-HT plasma 
and scnuu profilcs "~IS ,IS$Odaled wilh ch,mgcs in the plale­
let counl, ¡he dail)' prufilc of ¡heS!: (cUS \\"JS evaluakx! 
(Fig. 4C). Exn'pt for onl' timc puint (0800 h, ",ilh highl'r 
"allles of 5-HT in ¡he DRF rals), ¡he prufilc of bolh 
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tR'atments \Vas \'cry similar (one-way ANOVA P <: 0.05, 

F (7, lO) = 1-1.60 and F (7, lO) = HJ6S, post hoe Bonfcrroni 
test). Thc Al group sho\\'l'1:1 a qde ",ith 66% of rhylhmie­
ily (8-h period), ",hereas Ihe l)1{F group had ~18% rhylh­
miÓI)' (24-h periud) (T,.ble 2). No diffcrcnces \Verc 
obser"C(1 wilh Ihe (Onlrol groups of fceding cOII,lilioll$. 

Discussion 

This sludy pro"ides Ihe first dala concerning th(" daily 
"ariation$ in th(" pre$("nce and aCli"ity of kcy ("]("m("nIS of 
scrotonin-rclaled mclal>olilcs and serolonin-melabolizing 
("nzynws in Ih(" rat li\'l'r. i\'¡oSI of Ih(" paranwIl'rs sludil'1:! 
show~-d clear fluel uations ol'cr Ihc H-h pcriod in Al con­
dition_~ . By olher hand. Ihcs(" rhYlh.m ,,"erc significanlly 
dampcd under Ihe l)ItF prOlocoL Besides Ihe rhYlhmic 
profile ",ithin lhe lil'("r, 5-HT <lISO showC(1 daily fluctua­
tiOl.s in its hlood tran'portation. This para meter was dce­
ply modifi~d by th(" DRF prOlocol Ílwoll'ing important 
adaplations in Ihe phuclelS c"pncilY to handlc Serotonin, 

Restricted food intake reduced the 
concentration of liver tryptophan and 
serotonin 

The livcr gi"es fCl-ding eucs. parlicipalcs in digcsli\'e pro­
c('ss, amI is a peripher:ll intcgr:ltor of the nutricnl :lI'nil­
ahilil)' of the organism (I~1nghans 1996). L-Trl' neC(ls lO 
Ix supplied ",ilhin lhe diel (CllI$("" ,md Wllrtmnll 1007 ). 
L-Trp is also a eros,road metaho!it(": in the lil'er. il can 
Ix incorporaled into prol("Ín$. b(" lT<llIsformC(1 in Ihe ky­
nurcninc palh",ay, rcsponsiblc for almosl 90% of Iryplo­
phan calabolism (Sainio l'l al. 1996), and ,I(t as Ihl' 
precursor for the symhcsis of 5-1·IT. MOR' reCl'ntly, il "'as 

reported Ihal L-Trp aelS as pr~'i:ursor of 5-mclhoxyindok 
metaboliles Ihal conlrol cycloox)'genasc expression . 
inflammalion, and lUmorogenesis ( \Vu el aL 2014)_ Fig­
ure 1 shows thal Ihe hepatic levcls of L-Trp were - 1000-
fold lower than thosc of 5-HT1' amI S-HT. LolI' 1c"ds of 
li"tr L-Trp are $ugge$ti"l,' Ihat Ih(" comp,lrlmenl<llizalion 
and """ilabilily of this amino add could Ix ,1 regulalory 
(,lClor, in addition lO the ,I(ti"i l)' of its melabolizing 
enzym("s. Al sum(" time points, DRF promOI~d ,1 marked 
red llction in L-Trp and 5-HT Ihal \\'as nol obscrl'ed in 5-

HTP. 
Ph)'siological roles of 5-HTP in Ihe brain ha"o:' nOI hccn 

reported, bul in Ihe gul, il contribules to thc del'dop­
melll of inleslinal micro"illi (Nakamura el al. 20011), In 
addilion, sume antioxidanl properlÍes h,ll'(" been ,l$$oci­
'lled ",ilh S-HTP. lt is el'ident that DRF induces a nI'\\' 

s-I·n sp;tem as shown 
by Ihe (ellular uptake and exil ("\'enl$, a$ lI"ell as Ihe enzy­
malic tr,lIlsformation IVÍlhin thc hcpalocytes. Thc ne\\' 

mdabolic status of L-Trp ami 5-I-IT in Ihe lil'l'r umkr 
the DRF prolocol can also Ix dedueed from Ihe diffcrenl 
rcsponse that Ihesc mCI'll>olites sho\\'~-d in Ihc control 
groups of fecding conditions~ ",hereas Ihe L-Trp le"ds 
afler Ihc Fa ami F;l-Re II"crc simil,\[ lo Ihc ,\L ",g, Ihe 
le"ds of 5-HT in these 111'0 grnups re."emh1cd Ihose of the 
ralS under 1)RF (Fig. 1). 

DRF is associated with reduced protein and 
activity of liver TPH-1 

In normal circumslances, Ihc concenlralion of l-Trp is 
considerably 10IVer lhan Ihe Km of TPH; hcnce, thc 
cntyme is nc"cr saturaled ",ilh thl' subSlratc (Tyee 
1990). The isoform pre_~nl in Ihe li\'er i.~ exclusi"d)' 
1)1)1' 1; TPH-2 ",as nOI found hy pen expcrimenlS 
(Fig. 2A, Tab1c 1). Although TI'H- I can be regulatcd by 
pho~phnr)'la tion (Huang el al. 2(011), our results sho\\'C(1 
parallelism bcl\\'cen the amount of th~' protcin and ils 
aclÍl'ity in Al ,lIld DRF groups (Fig. lB ,lIld Cj. Thus, 
the data SUgsl'SI Ihal Ihe dail), I'arialion of TI'H-I aCl i\'­
ity in Ihe AL group and Ihl' rl'1:luc<'1:! ,I(til'il)' obserl'l'd in 

the firsl h¡llf of Ihc lighl pcriod in Ihe DRF group rcflccl 
the Jmount of TPH-I protcin. HOlI"cl'er, thc kl'ds of 
TPH-I do nOI scem 10 corrc!ale \I'Ílh Imnscriplional 
aetil'ily sinee thc corrcsponding mRNA did nol sho", 
thcsc .\;.me pa1terns (Fig. 2A). Therefore, the ";lfialions 
of TI'H- I mUSI he relaled 10 pOSI-Iranscriplional regula­
tOI)' el'enlS, such as (h,mges of Ihe enzyme stability or 
degrad;llion (Huang et al. 20011), 

Circulating serotonin: role played by the 
platelets 

A remarkable finding of this sludy " "as thc ehange in 
Ihe daily 1cI'c!s of blood 5-1-1T promOled by Ihe DRF 
prOlocol (Fig_ 4A and lI )_ Whereas Ihe dail)' pa1tern of 
free 5-HT in pla.<;ma samplcs (ouIside of plalclets) in AL 
amI DRF groul)S lI'as similar ( Fig. 4A), :lrl arlti-phasc 
rhythm W,lS obscrl'c<1 in the DRF group ",hen the S-I-n 
cOntenl within Ihe phtlclelS II~'S quantified (Fig. 46). 
Indecd, Ihc levds of 5-HT in senllll II"crc much highl'r 
than those me,lsured in plasma. The dail), p,tlt("Tll of 
scrum S-HT in our AL group was similar lo Ihat 
rl'porll'1:1 b)' Sanchcz el al. (20011). Since thc amount of 
plalelels "'as similar in conlrol and experimenlal condi­
tions (Fig. 'IC), Ihc ml'i:hanism underl)'ing Ihc modifica­
lion in 5-HT rhylhmici l)' in Ihe DRF group mUSI 
inl'oll'(" ,1 profolllld chang(" in S-I-IT upt,lke and relea$e 
by th(" plalclets. Rcgar(ling this point. il I"L<; llC("1l 
r.'porll'1:1 Ihat 5-1'IT Ir:lllsportl'r in th., plale1eCs plasma 
membr:llle is th(" principal conlrol poinl from S-I-IT 
uptake from Ihe blood plasma ( ~krcado and Kilic 
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2010) . This poinl is nOI (urlher addrcssed in Ihis SI\Llly, 
bUI il is highly probnblc Ihal molecular e"enls rclaled to 
Ihe I ran.~(er nf S-HT from EC~ lO pblelclS. as ",ell as 
Ihe syslemic rele'LW o( S-I'IT (rom Ihe pl'lldels lo mher 
tissues is inllueneed by lhe lllel;1bolic ;1nd physiological 
adapt3tions 3ssodaled wÍlh lhe DRF prolocollexpression 
of lhe FEO. 

5-HT is synthesized within the liver 

The pre$t.'nee o( TPI-I- I mRNA and Ih(" eorl"("sponding 
pr01("in and ("nzymalic aClivity indieale Ihm hepalic IÍssue 
has Ihe eapadly lO gennal(" S-HT locaUy. The ("xpr("ssion 
of TI'I-I - I mRNA in (asCing ji"("r was higll("r Ihan in Ihe 
grOllp wilh (ood reslriclion. This (ael was not rdkcled in 
the <lmounl of Ihe prolein. sugg("Ming ehang(".~ in Ihe 
mRNA Ir,H\Slalion or in protdn SI,lbilily. It has becn 
reportC'1 Ihal in brain. pho.~phor)'btion of TI'I-1-1 can 
inerease ils !;lahililY (N("xon el '11. 201 1). Dala (rom our 
lahor~ t ory ShOI" a eoincidenec betl,'('('n Ihe lcmporal p~l­
tern of dreulating glueoconicoids 3nd TI'H-I expression 
during Ihe DRF protocol, suggesling a potenlial conlrol 
of THP-J s)'lllhesis in Ihe liver by corticoslerone (Luna­
/l.Ion'no ("\ al. 2012 ). The lo\\'er value of TPIi aelivily in 

Ihe DRF group also coincided with 3 10ll'er amount of 
the enzyme protón, suggesling Ih,l1 tl1(" effeet associalcd 
II'ith lhe DRF prolocol is mainly 10 slabilize lhe TPIi-1 
prOlcin. Another importanl <1Spccl for Ihe enzymnlic 
activil), is Ihe subslr.lIe. The conecnlr,l!ion o( L-Trp 
Ilcpends on lhe ingested (ood, which is 30% lower in Ihe 
DRF gmup Ihan in ¡he AL animal.~. TI'H aclivily <11:;0 
depcnds on m-14, ",hieh aelS as co-subSlr,l!C: hOwc'"CT, Ihe 
mechanism for maintaining the e)'tosolic Ievel of I~H4 is 
not welJ understood (Nak;:llllura and Hascg3w3 2(09). 

In the liver, Ihe expression of )\'IAQ-A mHNA in the 
DI{F group is higher than in Ihe AL group ( Fig. JA ). 
Some e"idence has shown thal steroid and non-s\croid 
hormones are involvcd in up-rcgulalC MAQ gene c~prcs­
sion, sueh as androgen and glueocortieoid in neuronal 
eel! models (Shih et al. 2011 ); henee. DRF could promole 
an clevalion o( J\'IAO-A Ir;m:;criplion by inCl"("asing Ihe 
glucocorticoid-<lssociatcd signaling (Shih el al. 2011; 
Luna -Moreno CI al. 2012). IntcreSlingly, Ih(" DRF prolo<;ol 
signiflCanlly r("(lue("(1 Ihe ;unounl of milochondrial mono­
'Imine oxida.<;c iMlform A ( /I'IOA-A) prolein, as delecled 
in \\'eslern-blOI experimenlS. This n:sul l again indicates a 
differential e(feet of DRF/fEO expression on Ihe tran­

."riplional aetil'ilY amI Ihe stahilit), of Ihe mature protcin . 
ThercfMe. our results indicate Ihal lhe lil'er i~ ahlc lO 

trans(orrn I.-Trp to S-HT, an 3elion that is under drea­
lli:m regulalion. I)csides, Ihis rh)'lhmic patlern is influ­
eneed by lhe DRF prolocol and pOlentiJIl)' by Ihe FEO 
expression_ lt has oeen reponed Ihal hepalic tissue also 
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Figure 5. Parameters 01 serolonin melaboHYn and transportallOO_ 
(A) AL and (8) ORf group. Each poml repre:>en15 !he average 
perceotage 01 the value al !he lirsl time poin!. ler each parameler 
analy¡:ed (e l 5-HT in INer. (Al Ef\!ymatic itCtrvity 01 11'11-1 . • 
Relat;"", leve! 01 TPH·t protein. as well as (+ ) 5-HT in serum ancl 
(!Il 5-tH In plasma_ ORf, daytlme restncted leeding; 5-HT, 5-
hy~ox)llryplamlne: 1I'H, Iryplophan hydroxylase. 

has the ability lO !;;)'nthelize mdalonin (S;mchez-Hidalgo 
et nI. 2(09), a signaling factor dcnvcd from S-liT. 

To make evident Ihe eoordinaled rh)'thms o( S-I-IT in 
li"cr, serum and plasm:l as wcIl as thc 1cvels and acti"ÍI)' 
ofTPH-\'agr:lphicwas madI' wilh aIlthe points normal­
ized al values corresponding :H OIIUO h (the Pl·aks or 
aerophases of c:lCh parameter) (Fig. 5). Thc high synchro­
nizalion of Ihe fi"c temporal profiles with a peak al 
U800 h :md higllcr valUl'S during Ihe liglll pcriod. 
Remarkahly. Ihe eOMdinalion of Ihese 24 h-rh}'lhms is 
10SI by Ihe DRF prOlOCOI. h l"("mains to IX' delermined if 
this disnlption is or not associaled lO the expression of 
Ihc FEO as wdl as lO ,1 possihlc modific;ltion in Ihe lil'er 
ph)'siolog)'_ 

5-HT in the liver and tood circadian 
synchronization 

Organisms havc dcveloped Illcchanisms for survival under 

lhe adversc eonditions of changing elwiromuenlS; thlose 
adaplalions 'lfe m:mifl'st("(1 I'ia cireadian flllelUations 
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(-24-h) in the concentration and ,lCtivity of a nllrnbl'r of 

mctaboli tes and signaling moleellles (Kirs7. and Zich.1 
2012 ). It is we!l-doclllllented that the liver and other 

peripheral organs ,'et as drcadian osdllalOrs in coordina-
1ion wi ,h 1he master circadian pacemakcr, lhe h)'j>Olha­

Jamic SeN (Dnmiola et al. 2(00). S),nchronization of the 
peripheral cirC'ldian o",illiltOrs is also sensili\'e 10 nonph­

oti, Slimuli such ,IS changes in fOOl.I 3v;¡ilability and tem­
peralUl"e (Yoo et al. 20(4 ). The proto<::ol usW in Ihis 

stud)', fnxling Tl'SITictlX! to daytime hOUTS, is .,-idel)· 
acn'ptlxl to promotl' the cxpn.'ssion of the I:EO (Misllbl'T­

gn 199'1 ,2009; Damiola et al. 2(00). Li'<er is onl' of the 
organs whose metabolic perfomlance is modified mOTe 
rapidl)' in Tesponse to the DR.F pro1ocol!FEO e~pression 

([)im~-Muñoz el al. 2000; Baez-Ruiz el al. 2005; VollmeTs 
et al. 20(9). 

Previous re¡>Orts had sho,,"n thal 5- I-IT and mclalonin 
h,lcl cIear 24-h rhythmidlY in Ihe pineal gland (H uang 
el al. 20(8). HO"'C\"('T, Ihis study is ¡he first to explore lhe 

d,liJy rhylhm of 5-1-1T, ils rclat~-d mel,lbolites and rnetabo­
lizing enzymes, as ,,"dI as ilS blood transportation (within 
,md outside of plate1cls). [n addition, il "'as dC<lr1y shown 

1hat Ihe DRf prolocol and Ihe concomilanl FEO exp~­

sion affl"Ckd the rh)'thmic variation of lhl"SC paramelers. 
f rom lhe perspeeli\"e of hiological rhythms, OUT dala 
make 1""0 main conlrihlllions: 

A coordinalcd variation of scveral pammelers rdated 10 

5-HT melaho!ism ami tT;lIlsportation was delected in 

AL conditions. /l.losl of Ihem ""ere highJy rhythmk 
O"~'r a 24 -h periOl.I (Tnblc 2). Indced, low Ic'·cls of H"er 

Illelabolitcs, cnzyma lic acti\"ities, and circulating S-I·IT 
,,"crc observlxl ,Iuring lhe dark period follo,,"cd by ,m 

l"\"idl'nt peak al 0800 h, at the ocginning of thc light 
period (Pig. 5A). 

2 The coor,linatcd pattern of 5-HT-rclaled pammeters 

W,L~ dü;ruplcd hy the DRF (fig. 511). suggesling a pos.~i ­

hle adap131ion by the Ji"er melabolism and blood 

IT<l!lsport,ltion of S-I-IT prOlllotcd by FEO expression. 
As Ihe peak at 0800 h obscT\'cd in the AL group W,IS 

abSt'IlI, mOSI of lhl' paTan1l'kTS sllldied showlxl IO"'~'T 

vallles in the DRP grOllp, eSptXial!y during Ihe lighl 

periodo 
Om data sho,," that 5-HT is gcneTated within Ihe liveT, 

,md ilS pro<lu<::1ion is conlrolled over lhc 24-h period_ 

This dala cOll ld ha"c illlplications in thc capacil)' of 
hepalic t issue to be regeneraled since 5-HT ha_~ been 
shown to facilitatc lhe reco"ery of lhe hepatic lissue after 

surgic,LI hqmlectollly (I'apadinms el al. 2(06) . In addi ­

!ion, Ihe DRP condition significantl)' !lHxlifies Ihe Wil)' in 
whkh 5-1-1T is prOl.luced in the liver ;IS "'el! as ho\\' it is 

lrJmpoTted .,-ithin Ihe circulaling plale1cts. 1t is "er)' 
probabk lhal Ihesc adaptations in 5-liT rndabolislll and 

handling could bc 'lssocÍ<11ed wilh lhc physiology of thc 

Daily Variations 01 li~er Serotonin Metabolism 

FEO, but addilional experiments are nClxkd lo 5upport 
this notion_ In a more general perspective, Ihe daily con­

lrol of 5-HT synlhesis in the li\'er and blood lranSport 
opens lhe possihilit), of lemporal rcgulation of 5-HT in 
olher peripheral functions such as gut motilil)' and 

immune mOl.luhnion, bone differcnlÍa¡ion/proliknllion, 
amI Illalllmary ghUld amI pancreas (el! homeostasis 

(Amirealllt el al. 2013). 
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