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Resumen

Los habitos alimentarios y el estrés han surgido como factores que propician el
desarrollo de obesidad. El desfase del consumo de alimento (tRF) del periodo de
descanso al periodo de actividad en roedores modifica la liberacidén circadica de
hormonas que regulan el metabolismo, mientras que el estrés prenatal (EP)
provoca cambios en la actividad del eje adrenal (HHA) que repercuten en la
homeostasis energética promoviendo ganancia de peso. Nuestro objetivo fue
definir el efecto del EP y tRF durante la edad prepuberal, sobre la actividad de los
ejes tiroideo (HHT) y HHA en animales adultos. Sometiendo a ratas Wistar jévenes
por dos semanas a tRF en la fase de luz (AFL) o de oscuridad (AFO), a EP (EP-C)
y en combinacion con tRF (EP-AFL, EP-AFO), analizamos la actividad de los ejes
HHT y HHA en edad adulta. Evaluamos la sensibilidad a leptina de los ndcleos
arcuato (ARC) y paraventricular (NPV) hipotalamicos en AFL y AFO. Todos los
pardmetros fueron comparados con los de un grupo control (C: alimentacion ad lib,
sin estrés). AFL mostré mayor peso corporal, consumo de alimento, acumulaciéon
de tejido adiposo visceral, concentracion de corticosterona, leptina e insulina
sérica, y menor contenido de T4; mayor expresion del RNAm de CRH y menor de
TRH en neuronas hipofisiotropicas del NPV, mayor expresién del RNAm de NPY y
SOCS3 en ARC. EIl estrés prenatal (EP-C) caus6 desarrollo de sobrepeso e
hiperfagia sin modificar la actividad de los ejes HHT y HHA. Los grupos EP-AFL y
EP-AFO aumentaron el consumo y peso corporal e hiperactividad del eje HHA
(aumento de corticosterona sérica y del RNAm de CRH del NPV). Concluimos que
la hiperfagia y sobrepeso de AFL pudieron deberse a la hiperactividad del eje HHA
y a la inhibicion del HHT, debidas a los efectos de neuronas del ARC sobre el
NPV. La combinacién de EP mas el desfase del consumo de alimentos exacerbo
la actividad del eje HHA, alterando la homeostasis energética y promoviendo
hiperfagia y sobrepeso en EP-AFL y EP-AFO.



Abstract

Feeding patterns and stress are important factors in obesity evolvement. Time-
restricted feeding (tRF) schedules during resting phase disrupt the circadian
release of metabolism-regulating hormones; whereas prenatal stress (PS) changes
adrenal axis (HPA) activity, alters energy homeostasis and promotes body weight
gain. The aim of the study was to determine PS and prepuberal tRF effects on
thyroid (HPT) and HPA axes activity. We subjected prepuberal rats to tRF in light
(LPF) or in dark phase (DPF), to prenatal stress (PS-C) or in combination with tRF
(PS-LPF, PS-DPF) and analyzed HPT and HPA axes response when they reach
adulthood; also, LPF and DPF arcuate (ARC) and paraventricular (PVN)
hypothalamic nuclei neurons’ sensitivity to leptin. All parameters were compared to
that of a control group (C: ad lib feeding, no stress). LPF group showed high body
weight and food intake, along with increased visceral fat pads, corticosterone,
leptin and insulin serum levels, whereas circulating T, decreased. HPA axis
hyperactivity was demonstrated by their high PVYN CRH mRNA expression; the
blunted HPT axis activity by the decreased hypophysiotropic PVYN TRH mRNA
expression, suggesting inadequate adaptation to positive energy balance
accounted for their ARC leptin resistance, evinced by an increased NPY and
SOCS3 mRNA expression. PS-C increased food intake and body weight, without
altering HPT and HPA axes function. PS-LPF and PS-DPF also developed
hyperphagia and overweight, along with HPA axis hyperactivity (high
corticosterone serum levels and PVN CRH mRNA expression). We concluded that
the hyperphagia of prepuberal LPF animals could account for the HPA axis
hyperactivity and for the HPT blocked function due to the altered ARC leptin
signaling and impaired NPY regulation on PVN TRH neurons. In addition, the
combination of PS with tRF in light or dark phase exacerbated HPA axis activity,
altering energy homeostasis and promoting hyperphagia and overweight in PS-
LPF and PS-DPF.



l. Introduccion

1.1  Regulacion de la homeostasis energética

El peso corporal de un organismo esta regulado por un mecanismo que mantiene
las reservas energéticas constantes al equilibrar el consumo de energia con el
gasto de la misma a través de periodos largos de tiempo, que es llamado
homeostasis energética (1). Este mecanismo subyace en un sistema de neuronas
del hipotdlamo mediobasal y de otras areas del cerebro que regulan la ingesta de
alimentos en respuesta a sefiales enddcrinas cuya concentracién es proporcional

a la cantidad de grasa corporal (2).

La ingestion alimentaria estd influenciada por estimulos tanto internos como
externos. Entre los externos se incluyen los visuales, auditivos y olfatorios
relacionados con las propiedades de los alimentos; ademas, la sincronizacién del
ciclo circadiano, la temperatura, los horarios de la alimentacion y la disponibilidad
de alimentos, entre otros. Los estimulos internos son aquéllos regulados por el
metabolismo, como las sefiales centrales y periféricas con informacién sobre el
estado de las reservas energéticas, que al integrarse con otras provenientes de
regiones cerebrales como el hipotalamo mediobasal generan una respuesta
conductual de los individuos encaminada a consumir mayor o0 menor cantidad de

alimentos y que impacta en el gasto energético, lo que mantiene la homeostasis

(3).

Por otra parte, el consumo de alimentos también se puede regular por sefiales no
relacionadas a la saciedad, sino con las propiedades hedonicas de los alimentos,
a lo que se le conoce como ingestion alimentaria hedonica independiente a las
sefales de saciedad. La modulacién de esta ingestion reside en el sistema de
recompensa que involucra a la via dopaminérgica y modifica la motivacién por el

consumo de alimento de animales y humanos (4).



Cuando el consumo de alimentos es mayor que el gasto de energia, el organismo
presenta un balance energético positivo, que conlleva a aumento de peso debido a
un mayor volumen de tejido adiposo y puede facilitar el desarrollo de obesidad.

1.1.1 El hipotadlamo en la regulacion de la homeostasis energética

El hipotdlamo es el area del cerebro donde se integran sefales centrales y
periféricas, el cual recibe informacién sobre el tamafio de los adipocitos regulando
las conductas motivacionales y la respuesta ante estimulos amenazantes entre
otras, para las cuales la disponibilidad de energia es clave (5); ademas actua
como regulador de sistemas criticos para la supervivencia, como la temperatura y
la reproduccion (6). El hipotdlamo consiste de varios nudcleos neuronales,
incluyendo el arcuato (ARC), el paraventricular (NPV), el hipotalamo lateral (HL), el
ventromedial (NVM) y el dorsomedial (NDM) (Fig. 1) (3,5,7,8).

thalamus

Fig. 1. Nucleos hipotalamicos del cerebro de rata involucrados en el control de la conducta
alimentaria. Seccion coronal mostrando los nicleos del hipotalamo: ARC, ndcleo arcuato; PVN,
nacleo paraventricular; PFA, area perifornical; LHA, hipotalamo lateral; VMN, nicleo ventromedial,
DMN, nucleo dorsomedial; AM, PeVN; nicleo periventricular; DHA: area hipotalamica dorsal; I,

tercer ventriculo (9).



En el ARC hay diversas poblaciones neuronales, una de ellas sintetiza péptidos
que promueven la ingestion alimentaria (orexigénicos), los cuales son
neuropéptido Y (NPY) y la proteina relacionada al agouti (AgRP) (10,11), y la otra
que sintetiza péptidos que inhiben la ingestion de alimento (anorexigénicos), como
la pro-opiomelanocortina (POMC), su péptido derivado, la hormona estimulante de
los a-melanocitos (a-MSH) y el transcrito regulado por cocaina y anfetaminas
(CART); la expresion de dichos péptidos esta regulada por leptina, entre otros
factores, la cual aumenta la expresion de los anorexigénicos e inhibe la de los
orexigénicos (12,13). Ambas poblaciones de neuronas proyectan sus axones
hacia neuronas de segundo orden del NPV, NDM, NVM e HL (Fig. 2) (3,7,14). De
modo que el control inicial de la conducta alimentaria reside en el ARC.

El NPV integra sefiales de diversos nucleos hipotalamicos, de la corteza sensorial
y de regiones limbicas (15,16); sus proyecciones eferentes se dirigen hacia varias
regiones cerebrales y a la eminencia media (neuronas hipofisiotropicas)
induciendo cambios en la motivacion de los animales por la busqueda de alimento,
en el gasto de energia y en la regulacion de la homeostasis energética (17). Ante
estimulos especificos, las neuronas hipofisiotrépicas liberan péptidos a la
circulacion porta-hipofisiaria y estimulan la sintesis y liberacién de hormonas de la
adenohipofisis hacia la circulacion periférica. Dos importantes tipos de neuronas
del NPV que regulan el metabolismo energético son aquéllas que sintetizan a la
hormona liberadora de tirotropina (TRH), y que controla la actividad autonoma del
eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides (HHT); también las que sintetizan a la hormona
liberadora de corticotropina (CRH), que regula el eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal
(HHA) (8,14). Ademas, a nivel central la inyeccion de TRH y CRH en animales
disminuye su ingestién alimentaria (18,19), por lo que se les ha atribuido una
funcion anorexigénica (Fig. 2).

El hipotalamo lateral (HL) contiene neuronas que sintetizan neuropéptidos
moduladores orexigénicos tales como la hormona concentradora de melanina

(MCH) (20), orexinas A y B (21,22) y galanina y los anorexigénicos como CART



(23), CRH (24) y neurotensina. Las neuronas del HL tienen proyecciones a lo largo
del sistema nervioso central, entre las que se encuentran regiones como el ndcleo
accumbens, el estriado, el area ventral tegmental (AVT) y el hipocampo, entre
otros. También reciben aferencias del ARC y del NPV (25-27), por lo que se ha
sugerido que regulan la conducta alimentaria no solo a través de la modulacion

homeostatica sino también a través de su influencia sobre la recompensa.

nucleus of
the solitary
tract (NTS)

vagal

: nerve
regulation of

insulin ~ leptin food intake 4
ghrelin

Fig. 2. Proyecciones de las neuronas del ARC hacia diversos nulcleos hipotalamicos.
Proyecciones excitatorias e inhibitorias de las neuronas del ARC sobre diversas regiones centrales
involucradas en la regulacién de la conducta alimentaria. Y1R, receptor de NPY tipo 1; MC4R,
receptor de melanocortina tipo 4; GSHR, receptor de secretagogos de la hormona de crecimiento;
a-MSH, hormona estimulante de los alfa melanocitos; NPY, neuropéptido Y; AgRP, proteina
relacionada al agouti; POMC, pro-opiomelanocortina; CART, transcrito regulado por cocaina y
anfetaminas; GABA, acido gamma-aminobutirico; Lepr, receptor de leptina, INSR, receptor de

insulina (9).

Es importante notar que la mayoria de las proyecciones de las neuronas del ARC
qgue sintetizan NPY/AgRP que van hacia en NPV y al HL no estdn maduras
después del nacimiento (28,29); ademas, la leptina ejerce sus efectos

anorexigénicos en animales después de la cuarta semana de edad (30) y su



funcién regulatoria sobre la expresion de TRH del NPV requiere de las
proyecciones neuronales del ARC (31), por lo que las alteraciones de mecanismos
regulatorios de los ejes neuroenddcrinos en la etapa prepuberal seran criticas para
el control de la alimentacién y su coordinacion con la homeostasis energeética, lo

gue puede prevalecer hasta la adultez.

1.1.2 Senales periféricas que regulan la homeostasis energética

Las sefales periféricas son reguladores hormonales del hambre y de saciedad
gue incluyen a péptidos como la colecistoquinina (CCK), la insulina y la leptina que
tienen accion anorexigénica; y la grelina con accion orexigénica. La CCK y la
grelina tienen receptores tanto en el nucleo del tracto solitario (NTS), como en el
ARC, induciendo la liberacibn de neuropéptidos que regulan la conducta
alimentaria (3,32-35). Las hormonas insulina y leptina son secretadas del
pancreas y del tejido adiposo, respectivamente, y su concentracion plasmatica es
proporcional al tamafio y volumen de los adipocitos (36,37), regulando

negativamente el consumo de alimentos.

1.1.2.1 Insulina

La insulina es una hormona peptidica sintetizada y liberada de las células
pancreaticas, cuya secrecion es estimulada principalmente por aumento en la
concentracion plasmatica de glucosa (38). Al unirse a su receptor (IR), promueve
la traslocacion de transportadores de glucosa dependientes de insulina (GLUT4)
del citoplasma a la membrana, regulando de esa manera la entrada del
monosacarido a las células que puede ser utilizado como fuente de energia o

almacenado como reserva energética.

Ademas de su participacion en el metabolismo de los hidratos de carbono, la
insulina participa en el metabolismo de proteinas y grasas. Por ejemplo, promueve
el transporte de aminoacidos del torrente sanguineo hacia el musculo, aumenta la

tasa de incorporacion de aminoacidos en proteinas y reduce su degradacion. En lo



gue concierne a las grasas, estimula la lipogénesis a partir de hidratos de carbono

y disminuye la lipdlisis al inhibir la liberacién de acidos grasos (39).

En cuanto a la regulacion de la homeostasis energética, cuando la insulina es
liberada inhibe el consumo de alimento y reduce el peso corporal. En el
hipotalamo, interactta con factores catabdlicos como la leptina, con la finalidad de
inhibir la expresion de NPY y AgRP y promover la de sintesis y liberacion de a-

MSH de las neuronas del ARC, lo que inhibe el consumo de alimentos (40).

En animales con obesidad se ha documentado el desarrollo de resistencia a la
insulina, la cual se refiere a que a pesar de presentar concentraciones séricas
incrementadas, los tejidos son incapaces de utilizar la insulina como mediador
para la entrada de glucosa en las células, resultando en hiperglucemia. Dicha
alteraciéon en la sefializacion de la insulina no permite la accion anorexigénica de

a-MSH, perpetuando el aumento en el consumo de alimentos y la obesidad.

1.1.2.2 Leptina

La leptina es una hormona peptidica sintetizada por el tejido adiposo en relacién a
la cantidad del mismo (41), la cual provee de informacion al cerebro sobre el
volumen de las reservas energéticas del organismo ademas de estar implicada en
diversas funciones como la reproduccion, el crecimiento, la inmunidad, la
regulacion de ejes neuroenddcrinos como el gonadal, adrenal y tiroideo y la
sensibilidad a la insulina (42-46). El papel de la leptina en la homeostasis
energética esta dado por la inhibiciéon del consumo de alimento y el incremento en

la termogénesis, lo que resulta en pérdida de peso (47-49).

Cuando las reservas energéticas aumentan, la concentracion en plasma de leptina
también lo hace, la cual llega al cerebro e interactia con su receptor (ObRb) en
diversas regiones centrales. Neuronas blanco de la leptina se encuentran
distribuidas ampliamente en el cerebro, regiones hipotalamicas como el ARC, el

NPV, el NVM, el NDM y el HL, y regiones extrahipotalamicas como la AVT



expresan al receptor de leptina y estan involucradas en la regulacion de la

homeostasis energética (48,50).

La sefalizacion de leptina estd mediada por su interaccion con ObRb alterando la
conformacion del homodimero formado por el receptor y permitiendo la
transfosforilacion y activacién de la cinasa Janus 2 (Jak2), asociada a ObRb. Al
activarse, Jak2 fosforila otro residuo tirosina (tyr1138) del complejo ObRb/Jak2, el
cual recluta al transductor de sefial y activador de la transcripcion 3 (STAT3) por
medio de su dominio SH2; STAT3 dimeriza y se trasloca al nucleo actuando como
factor transcripcional y modulando la expresién de diversos genes. Al mismo
tiempo, STAT3 regula la transcripcién del supresor de la sefial de citocinas 3
(SOCS3), quien inhibe la sefalizacion de leptina por medio de un proceso de
retroalimentacion negativa, al unirse a una Jak2 e impidiendo su actividad (Fig. 3)
(51-53). En neuronas del ARC la leptina promueve la transcripcibn de POMC y
CART e inhibe la de NPY y AgRP mientras que en el NPV promueve la sintesis de
TRH y CRH, ambos anorexigénicos (54-56), disminuyendo de esta manera la
ingesta alimentaria (11,13,57-62).

En humanos y animales con obesidad se desarrolla hiperleptinemia la cual esta
asociada a resistencia a la leptina. Roedores con obesidad inducida por el
consumo de una dieta alta en grasa presentan resistencia a la leptina en las
neuronas del ARC (63,64). Esta resistencia se acompafia de una sefializacion
alterada de la hormona; esto se ha observado en animales con sobreexpresion de
SOCS3 en neuronas de POMC, que ademas son obesos (65), y en ratones
alimentados con dieta alta en grasa (64); por lo que el aumento crénico de SOCS3

es considerado un indicador de resistencia a la leptina (66).
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Fig. 3. Sefializacién de la leptina. La leptina se une a su receptor ObRb y activa Jak2. Jak2
fosforila a ObRb en tyr985, tyr1077 y tyrl138. Dichas tirosinas fosforiladas unen a moléculas
(SHP2) rio abajo y activan vias como la de Jak2/STAT3. La sefalizacion de ObRb se regula

negativamente por SOCS3 y positivamente por SH2. Modificado de (67).

1.1.3 Regulacién circadica de la homeostasis energética

Todos los organismos han evolucionado y restringido su actividad al periodo de luz
o de oscuridad, siendo diurnos o nocturnos, respectivamente. El funcionamiento
apropiado de los diferentes sistemas fisioldgicos se regula por el reloj circadiano,
lo que asegura que dichas funciones se den de manera oscilatoria (alternando
periodos de actividad y descanso) y que se anticipen 0 se mantengan en sincronia
con eventos predecibles del ambiente, como el ciclo diario de luz/oscuridad o el

consumo de alimentos (68).

En los mamiferos, el ciclo circadiano tiene impacto sobre la mayoria de los
sistemas fisiol6gicos y sobre la conducta, como son el ciclo de suefio y vigilia, la

actividad cardiovascular, los sistemas enddcrinos, la temperatura corporal, el

10



funcionamiento del tracto gastrointestinal y la conducta de busqueda de alimento,
entre otros (69). Se encuentra regulado por circuitos moleculares de
retroalimentacion transcripcional/traduccional entre genes reloj y sus proteinas que
interactan en un marco de tiempo de 24 h, circuitos que no sélo se encuentran

presentes a nivel central, sino también periférico.

El ndcleo supraquiasmatico (SCN) del hipotdlamo es la region central donde se
encuentra el marcapasos maestro, el cual tiene proyecciones hacia otros nucleos
hipotalamicos como el ARC y el NPV, quienes a su vez han mostrado propiedades
oscilatorias (70,71). Dichas proyecciones son relevantes para que la liberacion de
hormonas y el metabolismo puedan mantener un control ritmico (72). Por otra
parte, en tejidos periféricos como el higado, el tejido adiposo, el pancreas y el
tracto gastrointestinal se ha identificado la maquinaria reloj acoplada al reloj

maestro por medio de vias neuronales y endécrinas (73-76).

La luz es el estimulo més intenso que sincroniza al marcapasos maestro del SCN,
aunque estimulos externos como la ingesta de alimentos pueden modificar la
ritmicidad de los relojes periféricos y de regiones centrales diferentes al SCN. Los
estimulos féticos transmiten la informacién a través de fibras de naturaleza
glutamatérgica del tracto retinohipotalamico que inervan a neuronas del SCN, que
a su vez regulan la inervacion simpatica de la glandula pineal y la produccién de
melatonina (77-79). Dicha hormona tiene impacto sobre el reloj molecular de
diversas regiones centrales y periféricas implicadas en la regulacién de la
homeostasis energética; por ejemplo, al controlar las variaciones diarias en el
contenido de dopamina en el estriado (80,81), al incrementar la sintesis de NPY
en el ARC (82), al inhibir la secrecién de insulina del pancreas (83), al promover la
proliferacion de los adipocitos en el tejido adiposo blanco (TAB) (84) y mantener
la ritmicidad en la concentracion sérica de hormonas como los glucocorticoides

(GC), la leptina y la insulina (85).
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El reloj maestro del SCN, al controlar el ritmo del ciclo de suefio/vigilia, determina
la sincronizacién de la conducta alimentaria al ciclo de luz/oscuridad, la cual a su
vez puede regular los ritmos circadianos de tejidos periféricos. Al restringir la
disponibilidad de alimentos a una ventana de tiempo especifica se presenta un
cambio en la sintesis y secrecion de neuropéptidos, neurotransmisores y
hormonas, asi como aumento en la actividad locomotriz, los cuales se acoplan al
tiempo de inicio de la alimentacién (86,87). A este cambio conductual se le ha
definido como actividad de anticipacion a los alimentos (FAA, food anticipatory
activity) y puede presentarse incluso cuando la disponibilidad de los alimentos se
da en la fase de luz, la cual es el periodo de descanso en los roedores. Dicha
conducta anticipatoria parece estar mediada por un oscilador sincronizado por
alimento (FEO, food entrainable oscillator), reloj biolégico independiente del SCN y
del cual no se ha definido su sitio anatdbmico, aunque ciertas regiones como el

NDM, el cerebelo y tejidos periféricos se han propuesto como tales (88-93).

La secrecion de hormonas que controlan la homedstasis energética esta regulada
de manera circadica; el organismo es capaz de anticipar los cambios de su
ambiente, como el ciclo de luz/oscuridad y la alimentacion y adaptarse de acuerdo
a éstos. En este sentido, la secrecion de leptina en roedores nocturnos con
alimentacion ad libitum presenta su pico maximo diario 5 h después del inicio de la
fase oscuridad, el cual es provocado por el consumo de alimento, con otro pico
antes de iniciar la fase de descanso (94,95); la liberacion circadica de la
concentracion de insulina es maxima al final de la fase de oscuridad y precede al
aumento de glucosa en sangre (95-97); la secrecién de GC se potencia una hora
antes del inicio de la fase de actividad y 1-2 h previas a la presentacién de los
alimentos por medio de la regulacion directa del SCN sobre las neuronas
CRHeérgicas del NPV e indirecta sobre la innervacion autonomica de la glandula
adrenal (98-102).

El proceso de regulacion es bilateral, el SCN dirige la ritmicidad de las

oscilaciones en la liberacion de hormonas que regulan la homeostasis energética y
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éstas modulan la funcion del SCN; esto se apoya por la expresion del RNAm de
sus receptores en el SCN (103-105). Por lo que cambios en la ingestiéon de
alimentos, tanto en el tiempo de alimentacion como en la cantidad de energia
consumida, puede tener impacto sobre la regulacion de la expresion de dichas

hormonas y el peso corporal de los animales.

1.1.3.1 Habitos alimentarios

Los habitos alimentarios influyen en el desarrollo de enfermedades como la
obesidad y los trastornos de la conducta alimentaria ya que la frecuencia y
duracion de los periodos de ayuno entre comidas, el ayuno prolongado y la
intensidad de la restriccion de nutrimentos, especialmente en etapas criticas del
desarrollo, tienen un impacto en la regulacion de las vias metabdlicas y la
homeostasis energética. Esto se ha observado por ejemplo en animales recién
destetados sometidos a ayuno de 48 horas, donde no se da la adaptacion
esperada del eje tiroideo frente al reto del balance energético negativo (106). Por
el contrario, cuando se presenta una restriccion alimentaria cronica e intermitente,
como lo que sucede en dietas de reduccion de peso en humanos, se reta la
capacidad adaptativa de varios ejes neuroendocrinos, entre ellos del eje tiroideo,
evitando su aceleracion y el gasto de las reservas energéticas, lo que incrementa
la probabilidad de desarrollar obesidad (107).

Los patrones de alimentacion del adulto dependen de la regulacion ya programada
genéticamente en combinacion con los habitos aprendidos en etapas tempranas
de la vida. La regulacion programada puede ser modificada por condiciones
ambientales como el estrés de la madre o del propio individuo y la nutricién
intrauterina, que de no ser Optima puede repercutir en desarrollo de obesidad,
sobrepeso y sindrome metabdlico en la etapa adulta (108,109).

Diversos factores de la dieta, como el contenido energético y especificamente la
cantidad de grasa se han asociado con el peso corporal (110), pero también se ha

sugerido que otros factores dietéticos como la cantidad de fibra, la composicion de
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macronutrimentos, la frecuencia con que se realizan las comidas (el numero total
de comidas por dia) y la omision de un tiempo de comida, influyen en la regulacién
del su mantenimiento (111-113). EI cambio de los esquemas de alimentacion de la
fase de actividad a la de descanso, como lo que se observa en trabajadores
nocturnos y personas que consumen alimentos durante la noche, implica un riesgo
de desarrollar alteraciones metabolicas y sobrepeso (114-117). Por el contrario,
limitar la ingesta de alimentos en un intervalo de 10-12 h durante la fase de
actividad, sin importar la calidad o cantidad de alimentos, reduce el peso corporal
de los individuos (118).

Asi, la ganancia de peso esta inversamente asociada con la frecuencia de
comidas y directamente asociada con el retraso de la ingestion de energia en el
dia (ayunos intermitentes y prolongados de mas de 10 horas) (119,120). Esto se
ha mostrado en estudios en humanos, donde la omisién del desayuno tiene un

impacto sobre el IMC, tanto en nifilos como en adultos (121-124).

La frecuencia de comidas y los horarios de alimentacion estan estrechamente
ligados al ciclo de luz/oscuridad y en la sociedad actual los habitos alimentarios
han cambiado debido a la disponibilidad continua de luz eléctrica, al uso de
aparatos electronicos y al despertar muy temprano para asistir a la escuela, entre
otros factores (125). Estos cambios alteran los patrones de suefio y de
alimentacion y tienen impacto sobre la liberacion de hormonas como la leptina
(126), la insulina (127) y los glucocorticoides (128), ya que pueden regularse por la

duracion del suefo.

Se ha relacionado a la falta de suefio con el aumento en el peso corporal y tejido
adiposo de nifios (129-133), asi como con cambios en la concentracion sérica de
leptina (134,135), que a pesar de ser controversiales lo involucran en el riesgo de
desarrollar sobrepeso u obesidad. Los patrones de suefio pueden ser modificados
por los habitos alimentarios, como sucede en nifios que duermen mas tarde y que

consumen mas alimentos en este tiempo (136), asi como mayor consumo de
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grasas e hidratos de carbono (137). Por lo que al estudiar las alteraciones en los
patrones de suefio, asi como los cambios asociados en los hébitos alimentarios,
seria posible identificar las vias centrales y periféricas alteradas y que dan lugar al

desarrollo de enfermedades metabdlicas.

Los roedores sometidos a paradigmas donde se restringe la duracién del periodo
de consumo de alimento (chow) sin cambiar la cantidad, presentan alteraciones en
la homeostasis energética cuando el consumo de alimento esta restringido a la
fase de reposo en comparacion a la restriccion en la fase de actividad (138,139);
incluso si la dieta es alta en grasa pero acceden a ella sélo en la fase de reposo,
presentan mayor peso corporal que si la consumen en la fase de actividad. El
impacto no sélo es en el peso, sino también en el metabolismo de lipidos y
glucosa, el cual mejora en los animales alimentados en la fase de actividad
(140,141).

Los reportes en modelos animales involucran solo a los adultos y no se han hecho
estudios acerca del desfase de la alimentacion en animales jévenes, por lo que el
estudio de los efectos de la restriccion del periodo de alimentacién en animales
jovenes es relevante, sobre todo por la susceptibilidad a la modificacion de la
regulacion de su conducta alimentaria, tal como se describi6 arriba. Los resultados
facilitarian la generacion de estrategias clinicas que prevengan las alteraciones en
los hébitos alimentarios que puedan vulnerar la salud de las personas cuando

éstas llegan a la etapa adulta.

1.1.4 EI eje hipotalamo-hipofisis-tiroides (HHT) y la regulacién de la homeostasis

energética

La hormona liberadora de tirotropina (TRH) es un tripéptido (piroglutamil-histidil-
prolinamida) cuya funcion mas ampliamente descrita es la regulacion del
funcionamiento del eje HHT. Las neuronas TRHérgicas implicadas en esta
regulacion se denominan hipofisiotropicas (142) y se localizan exclusivamente en

las subdivisiones medial y periventricular parvocelular del NPV (143,144). Los
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axones de estas neuronas proyectan hacia la zona externa de la eminencia media,
donde TRH es secretado hacia la circulacion portal (145); de esta manera, el
péptido llega a sus células blanco en la adenohipofisis (146) y, uniéndose a sus
receptores especificos (TRH-R1) (147), activa la sintesis y secrecion de tirotropina

(TSH) de los tirotropos y de prolactina de los lactotropos (148-152).

La TSH liberada de la adenohipdfisis, a su vez regula la sintesis y liberacién de las
hormonas tiroideas (HT): triyodotironina (T3) y tiroxina (T4) de la glandula tiroides.
Las HT regulan por retroalimentacion negativa la sintesis y liberacion de TSH en la
adenohipdfisis y de TRH en el NPV (Fig. 4) (143,153,154). Asi, en condiciones de
hipotiroidismo existe un aumento en la expresion de TRH y TSH, y en el
hipertiroidismo en cambio se presenta una disminucidn de la sintesis y liberacion
de ambas hormonas. Las HT son moduladores importantes de la homeostasis
energética a través de sus efectos en la termogénesis, regulando directamente la
expresion de las proteinas desacopladoras (UCP) en las mitocondrias del tejido

adiposo pardo, y estimulando la lipolisis (14,155).

La regulacion del eje HHT por retroalimentacion negativa de las HT se altera en
condiciones donde se modifica el balance energético; si éste es positivo (mayor
ingestion que gasto energético) como en humanos y animales con obesidad (ya
sean nifios, adolescentes 0 adultos), se presentan concentraciones ligeramente
elevadas de TSH (156-158), mientras que la concentracion sérica de T, se
encuentra normal, y hay controversia acerca de los cambios en la concentraciéon
sérica de T3, ya que se puede encontrar ligeramente elevada o normal (158).
Cuando el balance energético es negativo (mayor gasto que consumo energético),
como sucede en el ayuno, en la desnutricion y la baja disponibilidad nutrimental,
se reduce la actividad del eje HHT desarrollandose hipotiroidismo terciario; éste se
caracteriza por la disminucién en la expresion del RNAm de proTRH en NPV y en
su liberacion, a pesar de que la concentracién sérica de las hormonas tiroideas
esta disminuida (159-163). Esto evita la restitucion del funcionamiento del eje HHT

y constituye una adaptacion del organismo a la baja disponibilidad de alimentos
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favoreciéndose su supervivencia por reducirse su tasa metabdlica y su gasto de

energia (162,163).
o— TRH \ Hipotalamo f
\ NPV ' .

(O— Hipéfisis

TSH

Glandula
tiroides

Tejidos
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Fig. 4. Eje hipotdlamo-hipo6fisis-tiroides. Activacion del eje tiroideo: incremento de TRH del
nacleo paraventricular del hipotalamo (NPV), activacién de tirotropos en la hip6fisis por accion de
TRH vy liberacion de tirotropina (TSH) hacia la circulacién portahipofisiaria llegando a la glandula
tiroides y promoviendo la liberacion de hormonas tiroideas (T3, triyodotironina y T4, tiroxina).

Regulacion por retroalimentacion negativa de hormonas tiroideas al inhibir TRH y TSH (164).

El eje HHT también se encuentra regulado de manera diferencial por la edad, ya
gue animales pre-puberes (roedores de 28 dias de vida) sometidos a ayuno
agudo, no presentan la adaptacion descrita en balance energético negativo: la
concentracion seérica de TSH y el contenido de TRH en la eminencia media no
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disminuyen (106). La expresion de TRH se encuentra modulada ademas de HT,
por la leptina y los glucocorticoides, por neuropéptidos y neurotransmisores
provenientes del tallo cerebral y de nudcleos hipotalamicos como el ARC, el NDM y

el NVM, entre otros.

Las neuronas de TRH expresan al receptor de leptina ObRb (165), por lo que de
manera directa la leptina aumenta la expresion de TRH activando la cascada de
sefalizacion de STAT3 (166-168). Ademas, la accion de la leptina sobre las
neuronas de POMC/CART y NPY/AgRP del ARC provoca mayor o menor
liberaciébn de éstos en el NPV respectivamente, modificando indirectamente la
expresion de TRH. Cuando aumentan las reservas energéticas, la concentracion
sérica de la leptina también se incrementa promoviendo en el ARC la sintesis y
liberaciéon de a-MSH y CART e inhibiendo la de NPY y AgRP: los péptidos
anorexigénicos promueven la sintesis de TRH del NPV por medio de la via de
sefializacion del AMPc; por el contrario, cuando el organismo se encuentra en
balance energético negativo, la concentracion de leptina disminuye promoviendo
la expresion de NPY y AgRP del ARC, los cuales inhiben la expresion de TRH del
NPV (62,168,169).

Por otra parte, los glucocorticoides inhiben la expresion de TRH al actuar
directamente sobre las neuronas del NPV que expresan al receptor de
glucocorticoides (GR) y reprimiendo su transcripcion por medio de la union al
elemento de respuesta a glucocorticoides (GRE) presente en el promotor del gen
de TRH (170,171). De hecho los animales adrenalectomizados tienen mayor
expresion de TRH, mientras que la suplementacion con dexametasona la
restablece a niveles basales (170). Los GC también inhiben la sintesis de TSH en
la adenohipofisis y la conversion de T4, a T3 (qQue es la hormona con actividad
bioldgica) (172), sugiriendo que la activacion del eje adrenal por estrés modifica la

funcién del eje tiroideo.
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El sobrepeso y la hiperfagia y/o el consumo de una dieta alta en grasa son
condiciones que alteran la actividad del eje HHT: la concentracion sérica de TSH,
T4y T3, asi como la expresion de TRH en el NPV aumentan, lo que puede estar

asociado al incremento de leptina (173-178).

1.1.5 EI eje hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA) y la regulacién de la homeostasis

energética

Cuando un organismo se enfrenta a situaciones que requieran acciones de
supervivencia se despliega un repertorio complejo de respuestas fisioldgicas y
conductuales. Si dichas respuestas son excesivas 0 prolongadas pueden afectar
diferentes funciones fisioldgicas como el metabolismo, la reproduccion y las
respuestas inmunes (179,180). El organismo tiene la capacidad para mantener la
estabilidad del medio interno, a lo cual se le conoce con el término de alostasis;
estd mediado por esteroides adrenales, catecolaminas, citocinas y proteinas
codificadas por genes de expresion temprana (181), quienes forman parte del eje
HHA y del Sistema Simpatico Adrenal (SSA).

Los estresores pueden clasificarse en fisicos (calor, frio, ruido, dolor), fisiolégicos
(enfermedades virales, privacion de alimento y suefio) y psicologicos (conflictos
interpersonales, procesos emocionales) (182) y de acuerdo con su cronicidad
pueden ser agudos y cronicos. Un estresor agudo es aquél que ocurre en una sola
ocasion pero que tiene fuerte impacto sobre el individuo mientras que uno cronico

es al que se expone un individuo de manera constante (183).

El sistema de respuesta al estrés tiene un componente central y otro periférico
regulado por sefales centrales. Se activa en primera instancia el periférico por
regulacion del sistema nervioso autonomo, el cual incluye la activacion del SSA 'y
la liberacién de catecolaminas (noradrenalina y adrenalina) de la médula adrenal.
Posteriormente se activa la respuesta del eje HHA, promoviendo en dultima

instancia la liberacion de glucocorticoides de la corteza adrenal (184).

19



En respuesta a un estresor, el eje HHA se activa aumentando la actividad de las
neuronas del NPV. Las neuronas de CRH hipofisiotropicas del NPV se localizan
en la region parvocelular del mismo (185). CRH al ser liberado a la circulacion
porta-hipofisiaria llega a la adenohipdfisis y estimula la sintesis y liberacion de la
hormona adrenocorticotrépica (ACTH). Esta es liberada a la circulaciéon periférica
por donde es transportada a sus 6rganos blanco, las glandulas adrenales, y
estimula la sintesis y liberacion de glucocorticoides (cortisol en el humano,
corticosterona en los roedores) de la corteza adrenal; los GC viajan por el torrente
sanguineo al unirse con la globulina de unién a corticosteroides (Fig. 5). La
disponibilidad de los GC en los tejidos blanco (virtualmente todas las células de un
organismo) depende de la actividad de la enzima 11-B deshidrogenasa de
dihidroxiesteroides (11BHSD), quien convierte las formas inactivas de GC en
activas en funcion del estado redox. GC activos actian en tejidos blanco al unirse
a su receptor (GR) (186) y ademas cuando actian sobre neuronas del NPV y en
corticotropos de la adenohipdfisis, regulan de manera negativa al eje HHA,
inhibiendo la sintesis y liberacion de ACTH en la adenohipofisis y de CRH en el
NPV (187). Esto constituye la base de la regulacion del eje HHA por

retroalimentacion negativa.
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Fig. 5. Eje hipotalamo-hipéfisis-adrenal. Activacion del eje adrenal: incremento de CRH del
nacleo paraventricular del hipotalamo (NPV), activacion de corticotropos en la hipéfisis por accion
de CRH vy liberacion de la hormona adrenocorticotrépica (ACTH) hacia la circulacién
portahipofisiaria llegando a la corteza adrenal y promoviendo la liberacion de glucocorticoides
(corticosterona en roedores). Regulacién por retroalimentacion negativa de los glucocorticoides al
inhibir CRH y ACTH (9).

Los GC tienen multiples efectos metabdlicos, entre los que destacan la regulacion
de la gluconeogénesis, la sensibilidad de la insulina, la captacion de glucosa, la
diferenciacion de preadipocitos, la lipdlisis, aumento del tono cardiovascular,
inhibicion de la conducta reproductiva y aumento de la concentracion de glucosa
en el cerebro (180,183,188), aunado a la regulacion de los GC sobre la actividad

del eje HHT. Por lo anterior, el estrés puede modificar la regulacion de la
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homeostasis energética y alterarla, pero a su vez, los cambios en la homeostasis

energética regulan la actividad del eje HHA.

El consumo de alimentos por sujetos sanos esta asociado al aumento de la
concentracion de cortisol en plasma (189) y el aumento de cortisol inducido por
CRH est4 asociado con aumento en el consumo de alimento (190). Al mismo
tiempo, la composicion de la dieta puede afectar la respuesta del eje HHA,
mientras que el estrés modifica el consumo de los macronutrimentos. Por ejemplo,
el reemplazo de GC en animales adrenalectomizados promueve el consumo de
sacarosa (191), y ratas con estrés por restriccion de movimiento que consumen
manteca de cerdo, sacarosa o ambos, presentan una respuesta disminuida del eje
HHA al reducir la concentracién en plasma de ACTH y corticosterona asi como
aumento en el consumo de alimentos (192,193). En contraste, ratones adultos que
consumen dieta alta en grasa por 6 semanas presentan un aumento en la
concentracion en plasma de corticosterona en respuesta a un estrés agudo (194),
y el consumo de la dieta alta en grasa por 8 semanas en combinacidén con estrés
cronico por 21 dias aumenta la concentracion de corticosterona basal e inducida
por estrés (195). Esto evidencia las multiples respuestas del eje HHA frente al
estrés y al consumo de alimentos, por lo que no hay un consenso acerca de la

respuesta del eje HHA frente a cambios metabdlicos y diversos estresores.

Ademas de actuar directamente en el cerebro y regular el eje HHA, los GC acttan
en el tejido adiposo y el higado. El tejido adiposo visceral presenta una mayor
densidad de GR y mayor actividad de la lipasa de lipoproteinas (LPL) en
comparacion con el subcutaneo (196), y dado que la LPL participa en la
diferenciacion de los preadipocitos, es probable que los GC promuevan la
acumulacion de tejido adiposo visceral (197). Asi la composicion corporal también

puede ser modificada por GC.
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1.1.5.1 Estrés prenatal

El estrés cronico induce hiperactivacion del eje HHA vy la liberacion de CRH no
sigue los patrones de secrecion normal (198). La constante secrecion de GC en
esas condiciones regula a la baja la densidad de los receptores GR en el
hipotalamo e hipocampo, y como consecuencia el funcionamiento del eje HHA se
desregula (199). El exceso de GC circulantes en la madre influencia el desarrollo
del higado, los pulmones y el SNC y los ejes neuroenddcrinos del feto, entre otros,

ya que atraviesan la placenta (200).

El desarrollo del eje HHA es especifico para cada especie (201), en especies
como ratas y ratones comienza a nivel prenatal y termina durante el periodo
postnatal temprano (5 primeros dias postnatales) (202,203). En la rata y el raton,
el NPV del hipotdlamo se desarrolla entre el dia 13 y 15 de la gestacién (204). En
la rata, la expresion de RNAm de los receptores GR puede detectarse desde el dia
13 de gestacion en el hipocampo y en el hipotdlamo y se incrementa rapidamente
después de nacer. En cambio, la expresibn del RNAm para el receptor de
mineralocorticoides (MR) aparece en el hipocampo en el dia 16 de gestacion.
Después de que terminan de desarrollarse estas zonas cerebrales, comienzan a
liberarse los GC de forma pulséatil y en pequefias cantidades (205,206). Esto
apoya que el estrés durante la ultima semana de gestacion puede alterar el
desarrollo de redes neuronales y afectar la regulacién del eje HHA manteniéndolo

hiperexcitado frente a otro reto o estresor en la etapa adulta (207).

Una madre gestante que constantemente estd sometida a estrés, presenta
cambios fisiolégicos, hormonales y psicolégicos que pueden afectar al feto,
haciéndolo mas vulnerable a otros estresores en la etapa infantil o adulta, como
por ejemplo el ayuno (que induce elevacion de GC en suero) de manera
intermitente y prolongada (208). Ademas, el estrés prenatal es un factor de riesgo
para el desarrollo de trastornos psiquiatricos (depresion, ansiedad), induce una

respuesta exagerada a un estimulo estresante en el adulto, reduce la
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neurogénesis en el hipocampo y se relaciona con el desarrollo de la hipertension,

hiperglucemia y con caracteristicas del sindrome metabdlico (209).

Los modelos para estudiar el estrés en animales, se basan en someterlos a
estimulos adversos o amenazantes de diferente naturaleza, intensidad, cronicidad
y en diferentes etapas de la vida (210). El estrés cronico ligero (ECL) es un
modelo animal que se basa en la exposicion continua de los animales a una
variedad de estresores ligeros como la privacion de agua y alimento, disminucion
ligera de la temperatura ambiental, inclinacion de la caja, entre otros. El tiempo
comunmente empleado para someter a los animales a estos diferentes estresores
es de entre 4 y 8 horas diarias (211). El hecho de emplear diversos estresores en
el ECL evita que los animales se habitien a un mismo estresor empleado de
manera crénica, y es factible detectar cambios neuroenddécrinos o conductuales
(212). De hecho, las ratas y ratones sometidos a ECL durante los dias 15 al 21 de
gestacion, presentan en la etapa juvenil aumento significativo de corticosterona en

plasma, lo cual conduce a la hiperactividad del eje HHA (213).

El estrés en las personas causa un cambio en los patrones de alimentacion,
aproximadamente el 40% aumenta la ingestion caldrica, el 40% la disminuye y el
20% restante no la modifica (214-216). Esto esta relacionado con el peso corporal
de los individuos, ya que si estd en el limite superior o hay sobrepeso,
generalmente presentan mayor aumento de peso corporal en situaciones de
estrés, mientras que los que tienen peso corporal normal o debajo de éste, no

presentan modificacion (217-219).

Las diferencias en el aumento o disminucion de la ingestion alimentaria estan
asociadas al tipo de estimulo estresante que se aplica; si este es moderado
(restriccion de movimiento, ruido) disminuye la ingestion en ratas (220-223),
mientras que si es ligero (pinchamiento de cola), aumenta el consumo de
alimentos de alta palatabilidad (224,225); otros tipos de estrés ligero

(manipulacién) no afectan el consumo del alimento (220).
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Il. Justificacion

En Meéxico, la prevalencia de sobrepeso y obesidad ha aumentado
dramaticamente tanto en nifios como en adultos. En los nifios ha alcanzado una
prevalencia de 33.2% (226) aumentando el riesgo a desarrollar alteraciones
metabolicas que pueden mantenerse hasta la edad adulta.

Debido a que la vida moderna ha detonado un cambio drastico en los factores
ambientales, como son los patrones de suefio, los habitos alimentarios y el estrés
al que estan sometidos los individuos en etapas criticas del desarrollo como la
gestacion o la prepubertad, el estudio de alteraciones sobre estos factores es
relevante para identificar los mecanismos biologicos que se alteran y como éstos
pueden facilitar la aparicion de alteraciones metabdlicas que impidan el desarrollo

adecuado de los individuos.

El estudio de las repercusiones que tiene la alteracion de los factores ambientales
sobre el desarrollo de enfermedades metabodlicas podria ayudar a generar
intervenciones efectivas como programas encaminados a promover habitos
alimentarios que prevengan la aparicion del sobrepeso, asi como el desarrollo de
terapias farmacologicas que contrarresten las alteraciones en las vias centrales

y/o periféricas que presentan los individuos afectados.

lll.  Hipotesis

La alteraciobn de los habitos alimentarios en la etapa prepuberal modificara la
actividad de los ejes neuroenddcrinos en los animales adultos, repercutiendo en
su conducta alimentaria y peso corporal. Asi, modificando el inicio del consumo de
alimentos de la fase de oscuridad a la fase de luz, observaremos un incremento en
la liberacion de hormonas del eje adrenal y una disminucion de aquéllas del eje
tiroideo lo que abatira la tasa del metabolismo y facilitara el incremento de peso y

desarrollo de hiperfagia.
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Por otra parte, el estrés prenatal en combinacion con el desfase del consumo de

alimentos en la etapa prepuberal, potenciara los efectos esperados del desfase del

consumo de alimentos sobre el eje adrenal, el tiroideo, el peso corporal y el

consumo de alimento, sumando factores de riesgo para desarrollar enfermedades

metabdlicas que se mantendran hasta la edad adulta.

V.

Objetivos

4.1 Objetivo general

Determinar el efecto de iniciar el consumo de alimento en la fase de luz (reposo) o

en la oscuridad (actividad) en la etapa prepuberal y en combinacién con el estrés

prenatal, sobre el funcionamiento de ejes neuroenddcrinos, la expresion de

péptidos hipotalamicos que regulan la conducta alimentaria, el peso corporal y el

consumo de alimento cuando estos animales llegan a la edad adulta.

4.2 Objetivos particulares

Evaluar el efecto de de iniciar el consumo de alimento en la fase de luz
(reposo) o en la oscuridad (actividad) en la etapa prepuberal y en
combinacion con el estrés prenatal sobre el funcionamiento del eje tiroideo
y adrenal de ratas adultas.

Analizar el efecto de iniciar el consumo de alimento en la fase de luz
(reposo) o en la oscuridad (actividad) en la etapa prepuberal y en
combinacion con el estrés prenatal sobre el peso corporal y el consumo de
alimento de ratas adultas.

Analizar el efecto de de iniciar el consumo de alimento en la fase de luz
(reposo) o en la oscuridad (actividad) en la etapa prepuberal y en
combinacion con el estrés prenatal sobre la expresion del RNAm de TRH y
CRH en NPV.

Determinar el efecto de iniciar el consumo de alimento en la fase de luz

(reposo) o en la oscuridad (actividad) en la etapa prepuberal sobre la
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sefalizacion de la leptina en el ARC y NPV de animales adultos, tras ayuno

de 48 h a la administracion ip. de leptina.

V. Metodologia

5.1 Animales

Los procedimientos en animales fueron aprobados por el Comité de Etica sobre
experimentos en animales del Instituto Nacional de Psiquiatria RFM y concordaron
con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 para el uso y cuidado de
animales de laboratorio. Se utilizaron ratas Wistar prefiadas (n=12) del bioterio del
INPRFM vy fueron mantenidas de manera individual en cajas de acrilico bajo
condiciones controladas de luz/oscuridad (luz de 07:00 a 19:00 h) y temperatura
(24 + 1°C), con acceso ad libitum a alimento estandar de laboratorio (Lab rodent
diet #5001, PMI feeds) y agua corriente. El dia del parto se identific6 como el dia 0
y no se perturbaron a las crias hasta el dia del destete (dia postnatal (PN) 21). Al
PN21, las crias macho (5-6 por camada) se separaron, enjaularon individualmente

y dividieron en 6 grupos experimentales (n=22/grupo).

El peso corporal y el consumo de alimento se cuantificaron semanalmente hasta la
edad adulta (semana 10), cuando los animales se sacrificaron por decapitacion.
Se obtuvieron los cerebros, se congelaron con hielo seco y mantuvieron a -70°C
hasta que se llevo a cabo el analisis de la expresion del RNAm en el NPV de
proTRH y proCRH por hibridacién in situ (HIS); se disecaron y pesaron los
subcompartimentos del tejido adiposo (tejido adiposo blanco (TAB): mesentérico,
subcutaneo, epididimal, perirenal retroperitoneal; tejido adiposo pardo:
subescapular) y de las glandulas adrenales; se colect6 la sangre troncal para la
determinacion de la concentracion sérica de hormonas (T3, T4, insulina, leptina y

corticosterona).
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5.1.1 Grupos experimentales

Dado que la maduracion de las redes neuronales involucradas en la regulacion de
la homeostasis energética termina en la etapa postnatal, el programa de
alimentacion restringido en el tiempo, en la fase de luz u oscuridad, se llevo a cabo
en la etapa prepuberal (semanas 4 y 5 de vida) y después de la semana 5 los

animales se mantuvieron con alimentacion y agua ad libitum hasta la semana 10.

Las madres se sometieron al modelo de estrés cronico ligero (ECL) entre el dia 14
al 21 de gestacion; cada dia se aplicd un estresor distinto por 8 h (inclinacién de la
caja, caja sin aserrin, aserrin mojado, caja mojada sin aserrin, restriccion de
alimento, luz constante, restriccion de movimiento (30 min)) con la finalidad de
evitar la habituacién el estimulo negativo. Se estresaron los animales hasta la
tercera semana de gestacion debido a que los circuitos neuronales que regulan el
eje adrenal (hipotalamo, corteza frontal e hipocampo) se desarrollan durante este

periodo.

e Control (C): animales con alimentacion ad libitum durante toda la vida.

e Alimentacién en la fase de luz (AFL): animales con inicio de consumo de
alimento en la fase de luz (suefio) 17:00 h y disponibilidad restringida hasta las
9:00 h en la etapa prepuberal (semanas 4 y 5 de vida); a partir de la semana 6
se mantuvieron con alimentacion ad libitum hasta la edad adulta (semana 10).

e Alimentacion en la fase de oscuridad (AFO): animales con disponibilidad de
alimento restringida a la fase de oscuridad en la etapa prepuberal (semanas 4
y 5 de vida) de 23:00 a 7:00 h; a partir de la semana 6 se mantuvieron con
alimentacion ad libitum hasta la edad adulta (semana 10).

e Estrés prenatal-Control (EP-C): animales sometidos a estrés prenatal y
disponibilidad de alimento 24 h ad libitum durante toda la vida.

e Estrés prenatal-Alimentacion en la fase de luz (EP-AFL): animales
sometidos a estrés prenatal y con inicio de consumo de alimento en la fase de

luz (suefio) 17:00 h y disponibilidad restringida hasta las 09:00 h en la etapa
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prepuberal (semanas 4 y 5 de vida); a partir de la semana 6 se mantuvieron
con alimentacion ad libitum hasta la edad adulta (semana 10).

e Estrés prenatal-Alimentacion en la fase de oscuridad (EP-AFO): animales
sometidos a estrés prenatal y con disponibilidad de alimento restringida a la
fase de oscuridad en la etapa prepuberal (semanas 4 y 5 de vida) de 23:00 a
07:00 h; a partir de la semana 6 se mantuvieron con alimentacién ad libitum

hasta la edad adulta (semana 10) (Fig. 6).

5.1.2 Administracion intraperitoneal (ip.) de leptina a animales C, AFL, AFO

después de 48 h de ayuno

Con la finalidad de evaluar la respuesta de neuronas hipotalamicas al ayuno o a la
administracion de leptina, un lote de animales sometidos a los horarios descritos
arriba (C, AFL, AFO; n= 4-6/grupo) se sometieron a un ayuno durante 48 h y se
administraron intraperitonealmente (ip.) con vehiculo (veh: 0.9% de solucion
salina) o leptina murina recombinante (0.1 pg/g de peso corporal; Calbiochem
[Merck Millipore], Darmstadt, Alemania) 2 veces al dia, acorde a lo reportado
anteriormente (227). Después de la administracion de vehiculo o leptina, los
animales fueron realimentados y su consumo se registré durante 6 h. Se pesaron
a los animales antes y después del ayuno para evaluar la variacion; para obtener
el % de cambio, se tomdé como 100% el peso inicial. Al finalizar el periodo de
realimentacién, los animales se sacrificaron por decapitacion, los
subcompartimentos del tejido adiposo y las glandulas adrenales se trataron como
se mencionod anteriormente, los cerebros se extrajeron y se mantuvieron a -70°C
hasta el analisis de la expresiéon de transcritos de ARC y NPV por PCR en tiempo
real (RT-PCR) (Fig. 6).
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Etapa prenatal Etapa prepuberal Adolescencia y adultez
3° semana de gestacion Dia postnatal 21 a 35 Dia postnatal 35 a 70
700 1900 7:00 19:00 7.00 1800 7.00
Luz Oscuridad Luz ‘ Luz
Estrés crénico variable c | Ad Libitum | | Ad Libitum |
AFL Alimento disponible | Ad Libitum |
"™ Alimento | Ad Libi
AFO disponible tum

Subgrupo de animales adultos C, AFL y AFO
7:00 19:00 700 1600 700 1900

Luz Oscuridad Luz Oscuridad Luz

ETTTTTTETT)
48 h de ayuno 6h de |
¥l realimentacion !

* * * * * Sacrificio

* Administracion i.p. de vehiculo o leptina

Fig. 6. Disefio experimental. Animales control C sin estrés prenatal; grupos EP expuestos a ECL
durante la 3° semana de gestacion. Grupos C y EP-C tuvieron acceso ad libitum a agua y alimento,
los animales que inician su alimentacion en la fase de luz (AFL y EP-AFL) tuvieron acceso al
alimento de 17:00 a 09:00 h y consumo libre de agua, y los grupos AFO y EP-AFO tuvieron
disponibilidad de alimento sélo en la fase de obscuridad (23:00 a 07:00 h) y acceso libre a agua; el
cambio en los patrones de disponibilidad de alimentos se realiz6 siempre entre los dias 21 a 35
postnatales. A partir del dia 35 y hasta el final del experimento todos tuvieron acceso ad libitum a
agua y alimento sacrificandose en la semana 10. Un subgrupo de animales adultos C, AFL y AFO
fueron ayunados el dia 70 por 48 h y administrados ip. cada 12 h con veh o leptina murina
recombinante (0.1 ug/g peso corporal), una vez que se cumplieron, se realimentd a los animales

durante 6 h e inmediatamente después se sacrificaron.

5.2 Determinacion del contenido sérico de hormonas

Se determind la concentracién de T3, T4, insulina, leptina y corticosterona en suero
(Ts: 50 pl; T4 25 ul; insulina: 10 pl; leptina: 25 pl; corticosterona: 100 pl) por
ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) siguiendo las instrucciones
del fabricante (T3, T4 e insulina: ALPCO, Salem, NH, EUA, corticosterona y leptina:
Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, EUA), sensibilidad: T3, 0.2 ng/ml, T4, 0.5
pg/dl, insulina, 0.124 ng/ml, corticosterona, 27 pg/ml y leptina, 67.2 pg/ml,
variabilidad inter-ensayo: Tz, 10.3%, T4, 4.5%, insulina, 9.95%, corticosterona,
13.1% vy leptina, 11%; variabilidad intra-ensayo: T3, 9.6%, T4, 4.3%, insulina,
5.79%, corticosterona, 8.4% vy leptina, 8.1%.
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5.3 Andlisis de histoquimica por hibridacién in situ (HIS)

Los cerebros extraidos se seccionaron en un criostato (Microm HM 525; Carl Zeiss
IMT Corporation, Maple Grove, MN, EUA) a -20°C y se obtuvieron cortes
coronales de 14 um de grosor, los cuales incluyeron la longitud total del NPV
(aNPV: -0.84 a -1.44 mm desde bregma, mNPV: -1.44 a -1.92 mm desde bregma,
y cNPV: -1.92 a -2.28 desde bregma) (228). Para cada subcompartimento del NPV
se colectaron tres secciones por laminilla (Superfrost/Plus, Fisher Scientific,
Pittsburgh, PA, EUA). Los cortes se fijaron con paraformaldehido al 4% a 4°C por
20 min en buffer PBS, digeridos con pronasa (24U/ml; Calbiochem [Merck
Millipore], Darmstadt, Alemania) a 20°C por 2 min, y dejandose secar al aire antes
de la hibridacién. Se utiliz6 una mezcla de sondas de oligonucleétidos
complementarios a las siguientes secuencias del RNAm de proTRH (numero de
acceso GenBank: NM_013046.2): 85 a 129, 407 a 471, 568 a 612, y del RNAmM de
proCRH (numero de acceso GenBank: NM_031019.1): 114 a 158, 284 a 328, 536
a 580, las cuales fueron marcadas en 3’ con [**S] dATP (1250 Ci/mmol;
PerkinElmer, Waltham, MA, EUA) utilizando la enzima deoxinucleotidil terminal
transferasa (TdT) (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania). Las sondas
de oligonucledtidos se sintetizaron en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM
(Unidad de sintesis, IBT, Cuernavaca, Morelos, México) y se examinaron con el
programa BLAST para evaluar la especificidad de las sondas. El protocolo de
hibridacién fue el siguiente: las sondas marcadas radioactivamente se diluyeron en
una solucién que de 50% formamida, SSC 4X (SSC 1X: 150 mM NaCl, 15 mM
citrato de sodio), solucién Denhardt (0.02% Ficoll, 0.02% polivinilpirrolidona, 0.02%
BSA), 10% dextran sulfato, 1% sarcosil, 20 mM buffer fosfatos pH 7.0), 250 ug/mli
tRNA de levadura y 500 pg/ml de DNA de esperma de salmoén, a una
concentracion final de 1.5-2 pmol. Los tejidos fijados se incubaron con la solucién
de hibridacién y cubrieron con Parafilm (Bemis, Oshkosh, WI, EUA). Una vez que
el tiempo de incubacién se completd, las secciones se lavaron 4 veces en 0.6 M
NaCl, 10 mM Tris-HCI (pH 7.5) a 60°C durante 45 min cada vez, y una vez en el
mismo buffer a temperatura ambiente. Después de los lavados, las secciones se
sumergieron en emulsion autoradiografica Kodak NTB (Eastman Kodak Company,
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Rochester, NY, EUA). Los autoradiogramas se revelaron (Kodak D-19, Eastman
Kodak Company, Rochester, NY, EUA) después de 3 semanas de exposicion a
4°C vy fijaron (llford Hypam, Polysciences Inc., Warrington PA, EUA), se
deshidrataron en etanol al 70% y 100% y se cubrieron con Entellan (Merck KGaA,

Darmstadt, Alemania).

5.3.1 Andlisis de las imagenes

Los autoradiogramas se visualizaron con un microscopio Leica DM500 (Leica
Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL, EUA) bajo iluminacién en campo oscuro y las
imagenes se obtuvieron con una cadmara Leica ICC50 W y el objetivo 10X. Se
analizaron cuantificando la densidad Optica integrada (IOD) de la sefial del NPV
usando el software Image-Pro Plus 7.0 (Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD,
EUA). Para cada imagen se cuantificé el 10D del ruido de fondo y ese valor se
sustrajo al 10D de la sefal especifica del NPV. Se analizaron tres cortes por
subcompartimento del NPV por cada animal para proTRH y sélo el MNPV para
proCRH (n= 4-5/grupo).

5.4 PCR en tiempo real (RT-PCR)

Los cerebros se disecaron manualmente para analizar la expresion de los RNAm
del ARC (NPY, la isoforma larga del receptor de leptina (ObRb), el supresor de la
sefalizacion de citocinas 3 (SOCS3)) y del NPV (proTRH, proCRH, ObRD,
SOCS3) por RT-PCR. EI NPV (-0.84 a -2.28 mm desde bregma) y el ARC (-2.28 a
-3.48 mm desde bregma) (228) se disecaron del tejido congelado con un
sacabocados de 1 mm de diametro y tratados, como se ha descrito para la
extraccidon de RNAm por el método de tiocianato de guanidina (229). Brevemente,
1.5 mg de RNA se retro-transcribieron con la sonda para el oligo-dT (100 pmol/ml;
Instituto de Biotecnologia de la UNAM, Cuernavaca, Morelos, México) y con la
transcriptasa reversa M-MLV (200 U/ul; Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) para
obtener cDNA. El contenido de RNAmM de NPY, SOCS3 y ObRb del ARC, asi
como los de proTRH, proCRH, ObRb y SOCS3 del NPV se analizaron utilizando
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reactivos y equipo de Applied Biosystems (Foster City, CA, EUA), incluyendo el
TagMan Universal PCR Master Mix, el sistema 7500 real-time PCR, las sondas
para oligonucledtidos (Npy, Rn014 10145 ml; Socs3, Rn00585674 s1; Lepr,
Rn01433205_m1; Trh, Rn00564880 _ml1; Crh, Rn01462137_ml; Actb,

RN00667869_m1). Se utiliz6 el método de cuantificacion relativa 224

para
calcular el cambio en la expresion de los RNAm blanco, utilizando a la B-actina

como gen constitutivo para normalizar los datos.

5.5 Andlisis estadistico

Los datos se reportaron como el promedio + error estandar de la media (EEM).
Los cambios en el peso corporal y en el consumo de alimento entre grupos a lo
largo de las 10 semanas experimentales se sometieron a un analisis de varianza
(ANOVA) de dos vias de medidas repetidas. Los datos del peso de las glandulas
adrenales y los subcompartimentos del tejido adiposo, los niveles de hormonas
séricas y la expresion de proTRH y proCRH en las subdivisiones del NPV se
analizaron con ANOVA de una via. El ANOVA de dos vias se llevo a cabo para
comparar la pérdida de peso, los cambios en el consumo de alimento después de
la realimentacién, el peso de las glandulas adrenales y de los subcompartimentos
del tejido adiposo, y de la expresién de péptidos en el ARC y NPV por RT-PCR,
entre animales tratados ip. con vehiculo o leptina después de 48 h de ayuno.

Cuando P<0.05, se realiz6 la prueba post-hoc de Tukey.
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VI. Resultados

6.1 Efecto de iniciar la disponibilidad de alimentos en fase de luz (AFL) o
restringirla a la de obscuridad (AFO) en la etapa prepuberal sobre
parametros enddcrinos y moleculares de animales adultos.

6.1.1Peso corporal, de las glandulas adrenales y subcompartimentos del tejido

adiposo y consumo de alimento

El peso corporal de los animales AFL aumenté 11% desde la semana 5 en
comparacion con el del grupo AFO y 9 y 12% desde la semana 6 al compararlo
con los grupos C (100%) y AFO; dicho incremento se mantuvo hasta la semana 10
alcanzando el 17% (Fig. 7). El ANOVA de dos vias de medidas repetidas mostré
un efecto del programa de alimentacion (Fq 73s= 37.46, P<0.0001), de la edad
(Fz736)= 801.54, P<0.0001) y la interaccion entre variables fue significativa
(Faa,736= 1.71, P<0.05). De manera similar el consumo de alimento del grupo AFL
incrementd en promedio 12% a lo largo del experimento al compararlo con el de
animales C (100%) y AFO (Fig. 8). EI ANOVA de dos vias de medidas repetidas
mostré un efecto significativo del programa de alimentacion (Fpe72= 33.69,
P<0.0001) y de la edad (F@e672= 165.11, P<0.0001). El peso de las glandulas
adrenales, del tejido adiposo pardo, y de los subcompartimentos subcutaneo y
epididimal del tejido adiposo blanco no mostré diferencias entre grupos (Tabla 1).
En contraste, el peso de los subcompartimentos mesentéricos y perirenal
retroperitoneal del grupo AFL se incrementé 154% y 173%, respectivamente al
compararlos con C (100%) (Tabla 1; mesentérico: F15= 10.019, P<0.01;
perirenal retroperitoneal: F(z 15= 5.566, P<0.05).
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Fig. 7. Registro semanal del peso corporal de animales C, AFL y AFO. Datos expresados como

la media + error estandar de la media (EEM) en gramos (n=22/grupo), *P<0.05 vs C; “P<0.05 vs

AFO.
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Fig. 8. Registro semanal del consumo de alimento de animales C, AFL y AFO. Datos

expresados como la media + error estdndar de la media (EEM) en gramos (n=22/grupo), *P<0.05

vs C: *P<0.05 vs AFO.
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Tabla 1. Peso de las glandulas adrenales y de los subcompartimentos del tejido

adiposo.
C AFL AFO

Glandulas adrenales (g) 0.04 £0.003 | 0.04 +£0.002 | 0.04 £0.002
TAP (9) 0.27 £0.02 0.27 £0.02 0.26 £ 0.02
TAB subcutaneo (g) 1.8+0.2 21+£0.2 1.9+0.2
TAB epididimal (g) 3.3+£0.3 3.7+£04 3.6+0.8
TAB mesentérico (g) 2+0.1 32+02%* 25+0.3
TAB perirenal retroperitoneal (g) 24+03 4+05%* 28+0.3

Peso de las glandulas adrenales y de los subcompartimentos del tejido adiposo de animales
adultos C, AFL y AFO. TAP, tejido adiposo pardo; TAB, tejido adiposo blanco. Datos expresados
como la media £ EEM en gramos (glandulas adrenales, TAP y TAB subcutaneo: n=22/grupo; TAB

epididimal, mesentérico y perirenal retroperitoneal: n=6/grupo), *P<0.05 vs C.

6.1.2 Concentracion sérica de hormonas

A pesar de que la concentracion sérica de T4 se redujo 21% en animales AFL al
compararlos con C (100%; F30= 3.727, P<0.05), el contenido de T3 no cambio
entre grupos (Tabla 2). Las concentraciones séricas de insulina, corticosterona y
leptina en animales AFL incrementaron 1.4, 2.7 y 1.4 veces mas, respectivamente,
vs. C y la concentracion de corticosterona 3.3 veces mas que en los animales AFO
(Tabla 2; insulina: Fp24= 5.273, P<0.05; corticosterona: Fp 1= 8.092, P<0.01,
leptina: F.45= 3.660, P<0.05).
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Tabla 2. Contenido sérico de hormonas de animales adultos con desfase de la

alimentacion en la etapa prepuberal.

C AFL AFO
T, (ug/dl) 11.9+0.8 93+08*
T5 (ng/dl) 100.6 £ 5.5 107.7 £ 4.1 93.1+3.9
Insulina (ng/ml) 0.6 £ 0.05 0.9 +0.08 * 0.7 £0.04
Corticosterona (ng/ml) 2483+71.4 | 667.4+110*" 205+ 81.8
Leptina (pg/ml) 1273.7+124.3 | 1893.3+211*" | 1306.3 * 150.6

La determinacion de hormonas fue realizada en el suero de animales C, AFL y AFO de 10
semanas de edad (n=6/grupo). Datos expresados como la media + EEM, *P<0.05 vs C; +P<0.05 vs
AFO.

6.1.3 Expresion del RNAmM de proTRH y proCRH en el NPV por HIS

La expresion del RNAm de proTRH en el aNPV que contiene neuronas no
hipofisiotrépicas no se modificé entre grupos experimentales (Fig. 9A-C, J). Las
neuronas TRHergicas hipofisiotropicas del NPV medial y caudal que dirigen la
actividad del eje tiroideo disminuyeron la expresion del RNAm de proTRH en
animales AFL al 70% en el mNPV (Fig. 9D-F, J; Fp 19= 4.43, P<0.05), mientras
gue en el cNPV disminuyé al 56% en comparacion con el grupo C (100%) (Fig.
9A-J; F(2,18= 4.969, P<0.05). La expresion del RNAm de proCRH aumento a 144%
en el NPV de animales AFL en comparacion con animales C (100%) y AFO (Fig.
10A-D; F(2,10= 6.608, P<0.05).
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Fig. 9. Expresién de proTRH en subcompartimentos del NPV. (A-I) Fotomicrografias con
iluminacién en campo oscuro y magnificacion 10X de muestras representativas de la expresion por
HIS del RNAm de proTRH marcado radioactivamente en el aNPV de animales C (A), AFL (B) y
AFO (C), en el mNPV de C (D), AFL (E) y AFO (F), y en el cNPV de C (G), AFL (H) y AFO (). llI:
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tercer ventriculo. Barra de escala 50 ym. (J) Expresion de proTRH en los subcompartimentos del
NPV de animales C, AFL y AFO. Datos expresados como la media + EEM del porcentaje de
valores de C (100%; n=4/grupo), *P<0.05 vs C.
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Fig. 10. Expresion de proCRH en el NPV. (A-C) Fotomicrografias con iluminacion en campo
oscuro y magnificacion 10X de muestras representativas de la expresion por HIS del RNAm de
proCRH marcado radioactivamente en el NPV de animales C (A), AFL (B) y AFO (C). llI: tercer
ventriculo. Barra de escala 50 um. (D) Expresion de proCRH en el NPV de animales C, AFL y AFO.

Datos expresados como la media + EEM del porcentaje de valores de C (100%; n=4-5/grupo).
*P<0.05 vs C; #P<0.05 vs AFO.
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6.1.4 Efecto del ayuno de 48 h y la administracion de leptina sobre el peso

corporal y el consumo de alimento 6 h después de la realimentacion.

Debido a que los animales AFL mostraron incremento en el peso corporal, del TAB
visceral y en la concentracion sérica de leptina, el eje HHT debi6 activarse con la
finalidad de promoveer aumento en la tasa metabdlica; en cambio, la expresiéon de
proTRH del NPV hipofisiotrépico disminuyo. Por ello, animales de los tres grupos
se sometieron a 48 h de ayuno administrando ip. vehiculo o leptina y se cuantifico
la expresion de neuropéptidos hipotalamicos involucrados en la regulacion de la
alimentacion, asi como la de moléculas de la cascada de sefalizacion de la

leptina.

Los animales con ayuno y tratados con veh o leptina disminuyeron su peso
corporal de manera similar (Fig. 11); el porcentaje de pérdida de peso corporal
(%A) fue de la siguiente manera: 6.5, 9.6 y 7.3% en C-veh, AFL-veh y AFO-veh y
8.5, 8.8y 8.4% en C-lep, AFL-lep y AFO-lep respectivamente, comparados con su
peso corporal antes del ayuno (100%), pero no hubieron diferencias entre grupos
o tratamientos. Después de 48 h de ayuno y tratamiento ya fuera con veh o
leptina, los animales se realimentaron por 6 h registrandose su consumo de
alimento. Como se esperaba, el tratamiento con leptina disminuyé el consumo de
alimento en animales C-lep a 78% y en AFO-lep a 84% al compararlos con sus
respectivos grupos con veh (100%; Fig. 12), sin embargo, la AFL evit6 el efecto de
la leptina ya que ese grupo consumié 84% mas alimento que C-lep (Fig. 12). El
ANOVA de dos vias mostro diferencias entre grupos (Fp,2s= 34.498, P<0.001) y

en la interaccion entre grupos y tratamiento (F, 2= 14.088, P<0.001).
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Fig. 11. Pérdida de peso corporal de animales adultos C, AFL y AFO ayunados y
administrados ip. con veh o leptina. Pérdida de peso corporal después de 48 h de ayuno de
animales C, AFL y AFO de 10 semanas de edad administrados con veh o leptina murina
recombinante (0.1 pug/g peso corporal). Valores expresados como la media + EEM de gramos de

peso perdidos (n=5-6/grupo).
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Fig. 12. Consumo de alimento de animales adultos C, AFL y AFO ayunados y administrados
ip. con veh o leptina Consumo de alimento después de 48 h de ayuno de animales C, AFL y AFO
de 10 semanas de edad administrados con veh o leptina murina recombinante (0.1 ug/g peso
corporal), realimentados durante 6 h posteriores al ayuno. Valores expresados como la media *

EEM de gramos de alimento consumido (n=5-6/grupo), +P<0.05 vs. su respectivo grupo veh;

$p<0.05 vs. C-leptina, ¥P<0.05 vs. AFO-leptina.
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En lo que concierne al peso de las glandulas adrenales y los subcompartimentos
del tejido adiposo, el peso del TAB mesentérico y perirenal retroperitoneal en los
animales AFL fue mayor que el del grupo C como ya se habia mencionado
anteriormente (Tabla 3). El peso de las glandulas adrenales y del resto de los
subcompartimentos del tejido adiposo no cambid entre grupos o en funcion del
tratamiento (Tabla 3). EI ANOVA de dos vias mostré diferencias Unicamente entre
grupos en el TAB mesentérico (F(22=4.726; P<0.05) y el perirenal retroperitoneal
F(2.26=4.075; P<0.05).

Tabla 3. Efecto de 48 h de ayuno y tratamiento con leptina sobre el peso de las

glandulas adrenales y los subcompartimentos del tejido adiposo.

C-veh AFL-veh C-lep AFL-lep AFO-lep
Glandulas adrenales (g) 0.07 + 0.004 | 0.06 + 0.005 | 0.06 + 0.005 | 0.06 + 0.005 | 0.06 + 0.007
Tejido adiposo pardo (g) 0.26+0.02 | 0.24+0.02 | 0.27+0.04 | 0.28+0.02 | 0.26 £0.03 | 0.25+0.04
TAB subcutéaneo (g) 27+01 3.2+05 3+05 27+06 31+0.2 34+05
TAB epididimal (g) 35+0.2 3.7+04 36+0.8 | 4.1+0.03 38+05 37+04
TAB mesentérico (g) 2+0.1 32+02% 25%0.3 22+0.2 3.1+£0.3 * 29+0.6
TAB perirenal retroperitoneal (g) 24+04 41+05% 28+0.3 25+0.2 3.2+03 5 3+0.6

Peso de las glandulas adrenales y de los subcompartimentos del tejido adiposo de animales C,

AFL y AFO adultos tras ser retados con 48 h de ayuno y administrados con 2 inyecciones ip.

diarias de veh o leptina (0.1 ug/g peso corporal), con posterior realimentacion por 6 h y sacrificio

inmediato. TAB, tejido adiposo blanco. Datos expresados como la media + EEM en gramos (n=5-

6/grupo). *P<0.05 vs C-veh, $p<0.05 vs C-lep.

6.1.5 Efecto del ayuno de 48 h y la administracion de leptina sobre la expresion

del RNAm de péptidos hipotalamicos
6.1.5.1 Nucleo arcuato (ARC)

Los animales AFL administrados con veh mostraron mayor respuesta a la

reportada del ARC frente a un reto metabdlico como el ayuno: la expresion del
RNAmM de NPY en animales AFL increment6 a 177% que la de animales C-veh y

AFO-veh vs. el grupo C-alimentado (100%; Fig. 13A). Esto podria estar implicado
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en su mayor consumo de alimento y peso corporal presentado antes del ayuno.
Como se esperaba, la administracion de leptina disminuyo la expresiéon del RNAmM
de NPY en animales C-lep y AFO-lep a 56 y 65%, respectivamente vs C-
alimentado (100%). En contraste, en el grupo AFL-lep no hubo cambio comparado
con AFL-veh (Fig. 13A). El ANOVA de dos vias indico diferencias entre grupos
(F(2,25=10.790, P<0.001) y tratamiento (F,5=6.490, P<0.05).

El contenido del RNAmM de ObRb se increment6 conforme a lo esperado en todos
los grupos en respuesta al ayuno y con la administracion de leptina, pero sin

diferencias entre grupos ayunados (Fig. 13B).

En cambio, su sefializacion se reveldé en animales AFL-veh al incrementar 205%
del contenido del RNAmM de SOCS3 comparandolo con el de animales C-veh (Fig.
13C): esto concord6 con el aumento de la expresion de NPY del mismo grupo
(Fig. 13A). La administracion periférica de leptina increment6 la expresion de
SOCS3 a 436 y 531%, respectivamente en los grupos C y AFO vs. la inyeccién
con vehiculo, pero no en animales AFL-lep, quienes mantuvieron el mismo
incremento que su control (AFL-veh) (Fig. 13C), revelando la alteracion en la
sefializacion de leptina en neuronas del ARC de animales AFL. EI ANOVA de dos
vias mostré un efecto significativo de los grupos (Fp24= 3.879, P<0.05) y del
tratamiento (F(1,24)= 6.590, P<0.05).
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Fig. 13. Expresion de péptidos del ARC en animales adultos C, AFL y AFO ayunados
administrados con veh o leptina murina recombinante (0.1 pg/g peso corporal). Los datos son

la expresion del RNAm por PCR en tiempo real de cada amplicén estudiado después de ser

normalizado contra la expresién del RNAm de actina por el método de cuantificacién relativa 278aCt

A) NPY, B) ObRb y C) SOCS3. Valores expresados como la media + EEM del porcentaje de los

valores de C-alimentados. (100%; %; n=5-6/grupo). °P<0.05 vs C-alimentado; +P<0.05 vs su
respectivo grupo veh; *P<0.05 vs C-veh; #P<0.05 vs AFO-veh; $P<0.05 vs C-lep, YP<0.05 vs AFO-
lep.

6.1.5.2 Nucleo paraventricular (NPV)

Como se esperaba, el ayuno de 48 h disminuy6 el contenido de RNAm de proTRH
en animales C, AFL y AFO (Fig. 14A). De manera interesante, la administracion de
leptina no fue capaz de aumentarla en el grupo AFL (33%) como si se observo en
C (96%) y AFO (106%) comparando con sus controles (veh) (Fig. 14A). El ANOVA
de dos vias mostré efecto de los grupos (F226= 19.992, P<0.001), del tratamiento
(Fa,28= 9.813, P<0.01) y de la interaccion entre variables (F 8= 4.418, P<0.05).
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Como se esperaba, la expresion de proCRH disminuyd en los grupos C (18%) y
AFO (47%) administrados con veh vs el grupo C-alimentado (=100%), reduccion
que no se observé en animales AFL-veh cuya expresion de proCRH incremento a
181% vs. C (Fig. 14B). La administracion de leptina restauré el contenido del
RNAmM de proCRH en grupos C-lep (104%) y AFO-lep (109%) a valores del grupo
C-alimentado (100%), pero en animales AFL-lep no incrementé méas alla de la
expresion en AFL-veh (168%) (Fig. 14B). EI ANOVA de dos vias mostré efecto de
los grupos (F,22= 4.990, P<0.01). Por otra parte, la expresion del RNAm de ObRDb
y SOCS3 en el NPV no se alterd ni en funcion del tratamiento ni de los diferentes
grupos (Fig. 14C-D).
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Fig. 14. Expresion de péptidos del NPV en animales adultos C, AFL y AFO ayunados
administrados con veh o leptina murina recombinante (0.1 pg/g peso corporal). Los datos son
la expresion del RNAmM por PCR en tiempo real de cada amplicén estudiado después de ser
normalizado contra la expresiéon del RNAm de actina por el método de cuantificacion relativa 2hhCt
A) proTRH, B) proCRH, C) ObRb y D) SOCS3. Valores expresados como la media £ EEM del
porcentaje de los valores de C-alimentados. (100%; %; n=5-6/grupo). °P<0.05 vs C-alimentado;

+P<0.05 vs su respectivo grupo veh; *P<0.05 vs C-veh; #p<0.05 vs AFO-veh; $P<O.05 vs C-leptina,
YP<0.05 vs AFO-leptina.
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6.2 Efecto del estrés prenatal (EP) y de iniciar la disponibilidad de
alimentos en fase de luz (AFL) o restringirla a la de obscuridad (AFO) en
la etapa prepuberal sobre parametros endocrinos y moleculares de
animales adultos.

6.2.1Peso corporal, consumo de alimento y peso de las glandulas adrenales y

subcompartimentos del tejido adiposo

De acuerdo a lo reportado, el EP promovido el aumento de peso corporal
alcanzando 20% mas que los animales C (100%) a la semana 5y el 13% a la
semana 10 (Fig. 15). En contraste, el desfase del consumo de alimentos ya sea a
la fase de luz o de oscuridad no mostré efectos significativos entre grupos, aunque
si se observd un aumento similar en todos los grupos estresados prenatalmente
(Fig. 15). EI ANOVA de dos vias de medidas repetidas mostré efecto del estrés
prenatal (Fpe672= 33.69, p<0.0001) y de la edad (Fee72= 165.11, p<0.0001). El
consumo de alimento aumento en los 3 grupos experimentales tratados con estrés
prenatal, EP-C, EP-AFL y EP-AFO, al compararlos con el grupo C (100%),
llegando a consumir 36, 38 y 28%, respectivamente mas alimento que C en la
semana 8 (Fig. 16). El ANOVA de dos vias de medidas repetidas mostré efecto del
estrés prenatal (F(2672= 33.69, p<0.0001) y de la edad (F672= 165.11, p<0.0001).
No hubo diferencias entre ningin grupo EP, aunque si aument6 el peso de las
glandulas adrenales y de los subcompartimentos del tejido adiposo epididimal,
mesentérico y perirenal retroperitoneal en animales EP-C (adrenales: 17%, TAB
epididimal: 20%, mesentérico: 123% y perirenal: 47%), EP-AFL (adrenales: 16%,
TAB epididimal: 25%, mesentérico: 108% y perirenal: 67%) y EP-AFO (adrenales:
16%, TAB epididimal: 28%, mesentérico: 93% Yy perirenal: 84%) al compararlos
con el grupo C (100%) (Tabla 4; glandulas adrenales: Fs2)= 3.065, P<0.05;
epididimal: F(323= 6.288, P<0.01; mesentérico: F 0= 101.286, P<0.01; perirenal
retroperitoneal: F(23= 16.72, P<0.01).
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Fig. 15. Reporte semanal del peso corporal de animales C, EP-C, EP-AFL y EP-AFO. Datos
expresados como la media + error estandar de la media (EEM) en gramos (n=12-13/grupo),

*P<0.05vs C.
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Fig. 16. Reporte semanal del consumo de alimento de animales C, EP-C, EP-AFL y EP-AFO.
Datos expresados como la media = error estandar de la media (EEM) en gramos (n=12-

13/grupo),*P<0.05 vs C.
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Tabla 4. Peso de las glandulas adrenales y de los subcompartimentos del tejido

adiposo en grupo EP y programas de alimentacion diferentes.

Glandulas adrenales (g) 0.04 + 0.003 | 0.05 + 0.001 * | 0.05 + 0.002 *
Tejido adiposo pardo (g) 0.27 £ 0.02 0.26 £ 0.04 0.23+0.02 0.26 £ 0.02
TAB subcutaneo (g) 1.8+0.2 1.9+0.2 22+0.2 21+£0.3
TAB epididimal (g) 3.3+0.3 4+0.1* 41+0.1* 42+0.2*
TAB mesentérico (g) 2+0.1 45+02* 43+01* 39+x0.1*
:-?B perirenal retroperitoneal 24+03 35+£02* 39+0.1* 43+0.1*

g

Peso de las glandulas adrenales y de los subcompartimentos del tejido adiposo de animales
adultos C, EP-C, EP-AFL y EP-AFO. TAB: tejido adiposo blanco. Datos expresados como la media

+ EEM en gramos (glandulas adrenales, tejido adiposo pardo y TAB subcutaneo: n=11-13/grupo;

TAB mesentérico, epididimal y perirenal retroperitoneal: n=6/grupo), * P<0.05 vs C.

6.2.2 Concentracion sérica de hormonas

La concentracion de insulina aument6 33% en animales EP-C, EP-AFL y EP-AFO
al compararla con el grupo C (100%; F32= 7.577, P<0.001) (Tabla 5). La
concentracion de leptina incremento de 3, 3.4 y 2.9 veces en animales EP-C, EP-
AFL y EP-AFO, respectivamente vs. C (100%; F 3= 24.173, P<0.001) (Tabla 5).
La concentracion de T4 no cambi6 entre ningun grupo (Fs40= 1.479, P>0.05) y la
de T3 aumenté a 111% en EP-C, a 118% en EP-AFL y a 111% en EP-AFO en
comparacion a los animales C (100%; F39= 3.637) (Tabla 5). El contenido de
corticosterona aumenté en animales EP-AFL y EP-AFO llegando al 184 y 197%
vs. el de animales C (100%,; Fs20)= 3.493, P<0.05) (Tabla 5).
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Tabla 5. Contenido sérico de hormonas de animales adultos sometidos a estrés

prenatal y programas de alimentacion diferentes en la etapa prepuberal

INEENN  erc

EP-AFL
Ta (ug/d) 11.940.8 125+ 0.8 138+1 143+0.8
T4 (ng/dl) 100.6 +5.5 111.7+3.9 118.6+3.3* 1155+ 3.5
Insulina (ng/ml) 0.6 £0.05 0.8+0.04* 0.8+0.03* 0.8+0.04*
Corticosterona (ng/ml) 248.3+71.4 212.4£525 457.4+829%* 488.9+92.6*
Leptina (pg/ml) 1273.7+124.3 | 2859.7 + 111.4 * | 3244.7 + 380.7 * | 2866.7 + 110.2 *

La determinacion de hormonas fue realizada en el suero de animales C, EP-C, EP-AFL y EP-AFO

de 10 semanas de edad (n=6-10/grupo). Datos expresados como la media + EEM, *P<0.05 vs C.

6.2.3 Expresion del RNAmM de proTRH y proCRH en el NPV por HIS

La expresion del

RNAmM de proTRH de neuronas no hipofisiotrépicas e

hipofisiotrépicas de los subcompartimentos anterior, medial y caudal del NPV fue

similar entre grupos con EP y a la del grupo C (Fig. 17A-J; aNPV: F(41= 0.958,
P>0.05; mNPV: F13= 0.366, P>0.05; cNPV: F12= 0.132, P>0.05). La expresion
del RNAm de proCRH aumentd 152 y 154 % en los grupos EP-AFL y EP-AFO, y

en EP-C se mantuvo similar (109%) al compararlos con la expresion de animales
C (100%); en cambio aumento en EP-AFL y EP-AFO vs EP-C (Fig. 18A-D; F22)=

3.55, P<0.05).
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Fig. 17. Expresién de proTRH en subcompartimentos del NPV de grupos con EP y
programas de alimentacién diferentes. (A-I) Fotomicrografias con iluminaciéon en campo oscuro
y magnificacién 10X de muestras representativas de la expresién del RNAmM de proTRH analizado
por HIS y marcado radioactivamente con **S en el aNPV de animales EP-C (A), EP-AFL (B) y EP-
AFO (C), en el mNPV de EP-C (D), EP-AFL (E) y EP-AFO (F), y en el cNPV de EP-C (G), EP-AFL
(H) y EP-AFO (I). lll: tercer ventriculo. Barra de escala 50 um. (J) Expresién de proTRH en los
subcompartimentos del NPV de animales C, EP-C, EP-AFL y EP-AFO, la linea sobre las barras
corresponde al valor del porcentaje del IOD de animales C (100%). Datos expresados como la
media £ EEM del porcentaje de valores de C (100%; n=4/grupo).
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Fig. 18. Expresion de proCRH en el NPV de grupos con EP y programas de alimentacion
diferentes. (A-C) Fotomicrografias con iluminacion en campo oscuro y magnificacion 10X de
muestras representativas de la expresion del RNAm de proCRH analizado por HIS y marcado
radioactivamente con **S en el NPV de animales EP-C (A), EP-AFL (B) y EP-AFO (C). lllI: tercer
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ventriculo. Barra de escala 50 ym. (D) Expresion de proCRH en el NPV de animales EP-C, EP-AFL
y EP-AFO, la linea sobre las barras corresponde al valor del porcentaje del IOD de animales C
(100%). Datos expresados como la media £ EEM del porcentaje de valores de C (100%; n=4-
5/grupo). * P<0.05 vs C.

VIl. Discusion

La edad prepuberal es una ventana critica de desarrollo, susceptible a
fluctuaciones en los niveles séricos de hormonas, modificando la respuesta de
diferentes redes hipotaldamicas a un balance energético positivo, como
consecuencia de alteraciones en los patrones de alimentacion o hébitos
alimentarios. Dichas alteraciones llevan a cambios en la actividad de sefales que
regulan la alimentacién y pueden en consecuencia provocar el desarrollo de

hiperfagia y sobrepeso prevaleciendo hasta la adultez.

Los habitos alimentarios en etapas tempranas de la vida pueden condicionar la
regulacion de la homeostasis energética de los animales cuando éstos llegan a la
edad adulta. En este estudio utilizamos un modelo de alimentacion en el cual se
limita el inicio del consumo de alimentos a la fase de oscuridad (AFO) o a la fase
de luz (AFL); dicho modelo de alimentacién asemeja el inicio prematuro de la
primera comida del dia (desayunar en la oscuridad) y mayor tiempo de la
disponibilidad de los alimentos en el dia (AFL) o el inicio tardio (desayunar 2 h
después del amanecer) con menor tiempo de la disponibilidad de alimentos diarios
(AFO), con el fin de dilucidar si es posible que al modificar los habitos alimentarios
de animales jovenes se pueda alterar la expresion de péptidos hipotalamicos, el
contenido hormonas que regulan la homeostasis energética y la actividad de los

ejes tiroideo y adrenal cuando éstos llegan a la edad adulta.

De la misma manera, el ambiente intrauterino juega un papel importante no solo
en el desarrollo fetal, sino también en el desarrollo de los individuos en la etapa
post-natal temprana, en la infancia y en la etapa adulta; por lo que cualquier

condicion adversa a la que se enfrente una mujer gestante puede aumentar la
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susceptibilidad en su descendencia de desarrollar padecimientos metabdlicos
incluyendo la obesidad y el sindrome metabdlico. Sin embargo, un solo factor
puede no ser suficiente para el desarrollo de la enfermedad, proponiendo a la

interaccion de varios como las causas del desarrollo de las mismas.

7.1 Desfase del consumo de alimentos.
7.1.1 Efecto de programas de alimentacion diferentes sobre parametros

corporales, enddcrinos y moleculares de animales adultos.

Cuando a los animales se les limita el consumo de alimento a una ventana de
tiempo especifica presentan el desarrollo de la conducta FAA, la cual se
caracteriza por aumento de la locomocion y se presenta de 2 a 4 h antes de la
disponibilidad del alimento (230). Ademas de la FAA, hay aumento en la
concentracion sérica de glucocorticoides y de la expresiéon del RNAm de NPY, lo
cual prepara la ingestion y el procesamiento del alimento (86,231). Después del
consumo, se presenta una estimulacion contrarreguladora de sefiales
anorexigénicas que promueven la terminacion de la conducta alimentaria. Entre
éstas se encuentra el incremento del contenido sérico de insulina y leptina, asi
como de POMC del ARC. Este cambio en vias anabdlicas a catabdlicas permite la

modulacién de la homeostasis energética y en consecuencia del peso corporal.

De esta manera, al desacoplar el momento de la presentacion del alimento del
ciclo de luz/oscuridad y cambiar la disponibilidad del mismo a la fase de descanso
(luz en los roedores), se altera la relacion entre el gasto de energia y la ingesta de
alimentos. Cuando los animales son sometidos a modelos de restriccion de
alimentos en un periodo de tiempo especifico, ya sea en la fase de luz u
oscuridad, el inicio de la FAA y la activacidn de las vias orexigénicas cambia hacia
el momento de la presentacion de la comida (86,231,232). Asi, la alimentacion en
la fase de luz induciria la liberacion de leptina, insulina y corticosterona a un

tiempo circadico inusual, favoreciendo mayor consumo y peso corporal.
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La alimentacion de animales prepuberales en la fase de oscuridad (AFO),
presento un retraso en el ofrecimiento del alimento en relacion al inicio del periodo
de oscuridad (alimento disponible a las 23:00 h en lugar de a las 19:00 h) y no
mostraron cambios ni en el consumo de alimentos ni en el peso corporal. Esto
sugiere que el programa de AFO no modificé la secrecion de hormonas ni la
expresion de péptidos que regulan la conducta alimentaria, permitiendo la
adaptacion al programa de alimentacion ad libitum subsecuente hasta la adultez.
Debido a que la alimentacion de animales AFO estuvo limitada a la fase de
actividad, las vias orexigénicas parecieron alcanzar su pico de actividad diario en
un momento del dia similar al de animales C alimentados ad libitum, lo que se

evidenci6 por el consumo de alimento y peso corporal similar al grupo control.

En contraste, el programa de alimentacién en la fase de luz (AFL) propicié el
desarrollo de sobrepeso e hiperfagia en animales adultos. Su aumento en el
consumo de alimento repercuti6 directamente en su ganancia de peso,
especificamente en mayor tejido adiposo visceral. Su hiperfagia y sobrepeso
parecié asociarse a la hiperactividad del eje HHA; esto se ha descrito en humanos
y animales adultos estresados en etapas tempranas de la vida (233,234). Nuestros
resultados implicaron que la alimentacion en la fase de luz en la etapa prepuberal
actia como un estresor crénico. La alteracion en la regulacion del eje HHA se
mostro por el incremento de la expresion del RNAmM de CRH en el NPV, junto con
la alta concentracion sérica de corticosterona, que sugiri6 un bloqueo de la

retroalimentacion negativa de los GC sobre la expresion de CRH en el NPV.

El incremento en el contenido de GC pudo provocar la hiperfagia de animales AFL,
ya que la administracion icv. e ip. de DEX promueve la expresion y aumenta el
contenido hipotalamico de moléculas orexigénicas como NPY, AgRP y AMPK en
el ARC (235-238). La hiperfagia pudo deberse a que antes de la presentacion de
los alimentos, independientemente del ciclo luz/oscuridad, el contenido de

glucocorticoides aumenté y NPY pudo liberarse hacia el NPV (231,239).
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La elevacion sostenida de la concentracion de corticosterona parecié también ser
responsable del aumento de los depésitos de TAB visceral de animales AFL
(240,241) ya que la administracion periférica de DEX activa la expresion de genes
lipogénicos en los compartimentos de grasa visceral y la diferenciacion de pre-
adipocitos a adipocitos (242-244); ademas, la concentracion elevada de
glucocorticoides en la saliva esta asociada positivamente a la acumulacion de

grasa visceral caracteristica de la enfermedad de Cushing, (245,246).

El grupo AFO presentdé contenido de leptina e insulina similares a animales
control, sugiriendo que estas hormonas ejercen sus efectos anorexigénicos de
manera normal (40,44). Por el contrario, los animales AFL presentaron contenido
elevado de leptina e insulina y tanto humanos como roedores con obesidad
presentan resistencia a sus efectos, ya que sus niveles aumentados no son
capaces de disminuir el apetito ni de aumentar el gasto energético(247,248). La
hiperleptinemia de animales AFL sugirid una alteracion en su sefializacion y un
probable desarrollo de resistencia a sus efectos. La alta concentracion de
corticosterona sérica inducida por la alimentacién en la fase de luz pudo reducir la
sensibilidad neuronal a los efectos de la leptina en este grupo, ya que los GC
estimulan la expresion del RNAm de leptina y su liberacion del tejido adiposo, pero
a su vez reducen la sensibilidad de las neuronas a la hormona (249-251). Por esta
razon se analizd si la via de sefalizacion de leptina mostraba alteraciones
evaluando sus efectos sobre la expresion de los RNAmM de NPY en el ARC y de
TRH en el NPV, contribuyendo al desarrollo de la hiperfagia de los animales AFL.

Respecto al eje tiroideo, se observd que la AFL indujo disfuncién del eje HHT, la
concentracion de T4 disminuyd en estos animales, lo que parecio impedir que T3
aumentara de acuerdo a lo descrito. Los pacientes con obesidad presentan mayor
actividad del eje HHT con altos niveles de T3 sérica (158), mientras que roedores
obesos muestran mayor expresion del RNAm de TRH en el NPV y contenido de T3
sérica (178,252); cambios que promueven mayor gasto de energia. En contraste,

nuestros resultados mostraron que la alimentacion en la fase de luz en la etapa
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prepuberal no incremento la funcion del eje HHT. La actividad de las desyodasas 1
y 2 (que transforman T4 en Tz y T3 reversa (r'T3)) pudo estar involucrada en los
niveles normales de T3 y bajos de T,4, ya que los animales obesos que consumen
una dieta HFD presentan mayor actividad de la desyodasa D1 en la glandula
tiroides, en el higado y en el rifion, mientras que la actividad de la D2 disminuye en
la adenohipdfisis y en el tejido adiposo pardo, aumentando la concentracion de T3
(253). Es probable que en el grupo AFL hubiera cambio en la actividad de estas
enzimas, pero es necesario hacer estudios futuros encaminados a su andlisis y de

la concentracion de rTs.

Ademas de las alteraciones en hormonas tiroideas, los niveles del RNAm de TRH
disminuyeron en neuronas hipofisiotropicas de mNPV y cNPV en las ratas AFL.
Esta disminucién se present6 a pesar de su sobrepeso e hiperleptinemia, los
cuales deberian promover la transcripcion de TRH (54). Estos resultados estan de
acuerdo a lo mostrado en animales sobrealimentados con sobrepeso, los cuales
también presentan disminucion de la expresion del RNAm de TRH en neuronas
hipofisiotrépicas del NPV (254). La falta de adaptacion del eje HHT pudo disminuir
la tasa metabdlica de los animales AFL, promoviendo a su vez el almacenamiento
excesivo de energia como tejido adiposo. La disminucion en la expresion de TRH
hipofisiotrépico pudo ser el resultado de los elevados niveles de GC, los cuales
reprimen la transcripcion del péptido a través del elemento de respuesta a
glucocorticoides (GRE) en el promotor del gen de TRH (170,171), aunque estudios
adicionales son necesarios para explorar esta hipotesis.

Debido a sus ya conocidas acciones anorexigénicas (164,255), la expresion de
TRH sintetizado en neuronas del aNPV (involucrado en la regulacion de la
conducta alimentaria) debié aumentar en animales AFL; la falta de aumento de
TRH evidencié una adaptacion aberrante de estas neuronas al aumento en las
reservas lipidicas, lo que pudo contribuir al desarrollo de la hiperfagia y sobrepeso

de animales AFL.
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7.1.2 Efecto de programas de alimentacion diferentes sobre la sefializacion de

leptina en el ARC y en el NPV.

Debido a que AFL en etapa prepuberal promovié hiperfagia en los animales
adultos a pesar de la hiperleptinemia que presentaron, pudieron haber
desarrollado resistencia a la leptina, lo que esta respaldado por la inhibicion de la
expresion de TRH. Para probar nuestra hipétesis, a animales C, AFL y AFO de 10
semanas de edad que fueron ayunados durante 48 h se les administr6 vehiculo o
leptina ip., ya que después del ayuno el contenido sérico de leptina disminuye,
siendo responsable a su vez de la reduccion en la expresion del RNAmM de TRH en
el NPV y del aumento del RNAm de NPY en el ARC (54,256), la administracién de
leptina deberia de ser capaz de revertir dichos cambios en animales ayunados si

su sefalizacion funcionara adecuadamente.

El ayuno indujo la esperada pérdida de peso y de los depdsitos de tejido adiposo
en todos los grupos, asi como la disminucion de la expresion de TRH y CRH del
NPV y el aumento del RNAmM de NPY del ARC y de ObRb y SOCS3 en el ARC y
en el NPV (254,257). Es importante notar que los animales ALF-veh tuvieron un
mayor incremento en la expresion de NPY y SOCS3 en el ARC que los grupos C-
veh y AFO-veh. SOCS3 es una proteina que inhibe la transduccién de la sefial de
leptina, y su incremento crénico es considerado como un indicativo de la
resistencia a la leptina (66). Por lo tanto, nuestros resultados apuntan a la
alteraciéon en la via de sefializacion de la leptina en el ARC debida a la
alimentacion en la fase de luz en la etapa prepuberal. Confirmamos estos
resultados con la administracion de leptina a animales AFL adultos que se
ayunaron: la expresion de NPY en el ARC no disminuyé y la expresion de TRH en

el NPV no incremento como se esperaba por efecto de la hormona.

La expresion de TRH en el NPV se regula positivamente a través de dos
diferentes vias: la via directa es aquella donde la leptina actia sobre los
receptores ObRb que se expresan en neuronas TRHérgicas y que estimulan la

sintesis del péptido; mientras que la indirecta involucra los efectos de la leptina
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sobre la sintesis y liberacién de NPY y a-MSH desde las neuronas del ARC que
las sintetizan, las cuales son aferentes al NPV y modifican la sintesis de TRH.
Esto se debe a que la leptina inhibe a NPY y activa a a-MSH lo que afecta
positivamente la expresion de TRH (258,259). Estos cambios también se han
observado en animales alimentados con HFD y que desarrollan obesidad, los
cuales se vuelven resistentes a la leptina en neuronas del ARC (63,64), aunque
otras regiones del cerebro se mantengan sensibles a la hormona (64), sugiriendo

que la via indirecta es la mas afectada por la obesidad.

La AFL alteré los efectos centrales de la leptina: la expresibn de NPY no
disminuyo y la de SOCS3 se mantuvo elevada. La sefalizacion de leptina en el
NPV parecio funcional ya que la expresion de SOCS3 cambié de manera similar
que los grupos C y AFO. Asi, la falta de incremento en los niveles de TRH del NPV
después de la administracién de leptina en animales AFL parecié deberse a la
falta de inhibicion de la leptina sobre la expresion de NPY en el ARC. Ademas,
esto pudo ser responsable de la hiperfagia y el sobrepeso de animales AFL, asi
como también de su inadaptacion del eje HHT al balance energético positivo. Es
probable que la resistencia a la leptina estuviera relacionada con los altos niveles
circulantes de corticosterona, como se ha descrito anteriormente (251).
Confirmamos la alteracion en la sefializaciéon de la leptina, asi como de la
hiperactividad del eje adrenal por los altos niveles del RNAm de CRH en los
animales AFL ayunados, como ya se habia reportado en animales

sobrealimentados y con sobrepeso (254,260).

7.2 Estrés prenatal y desfase del consumo de alimentos
7.2.1 Efecto del estrés prenatal y de programas de alimentacion diferentes sobre

pardmetros corporales, enddcrinos y moleculares de animales adultos.

El peso corporal de las crias al nacer se puede ver afectado dependiendo del tipo
de estrés al que fueron sometidas las madres. En el modelo de estrés crdnico
variable, los animales son sometidos a estresores ligeros, los cuales provocan

aumento en el peso corporal al nacer (209,261). Aqui confirmamos los hallazgos
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reportados con el aumento de peso desde la semana 3 de vida en todos los
grupos que fueron sometidos a estrés prenatal, y el cual prevalecioé hasta la edad
adulta. Otro factor que puede modular el efecto del estrés sobre el peso es el
momento en el que se administra el estresor en las madres gestantes; si es
administrado en la ultima semana de gestacion, como ocurre en este estudio, los
animales muestran aumento de peso al nacer que se mantiene hasta la edad
adulta (262).

Similar a lo ocurrido en animales AFL, el aumento de peso corporal en animales
EP-C, EP-AFL y EP-AFO estuvo relacionado con su incrementado peso del tejido
adiposo visceral; estas alteraciones estuvieron asociadas al incremento en la
concentracion sérica de corticosterona que, como ya se mencion6 anteriormente,
promueve el almacenamiento de reservas energéticas en el tejido adiposo, asi
como el aumento del consumo alimentario por la activacion de vias orexigénicas
como la de NPY/AgRP del ARC. Contrario a lo que sucede de manera central, la
densidad de GR en el tejido adiposo se encuentra aumentada cuando hay exceso
de glucocorticoides circulantes (241), lo que afecta el metabolismo de lipidos
inhibiendo la movilizacién de los mismos y favoreciendo su acumulacion, ya sea
de manera directa al estimular a la lipasa de lipoproteinas, o de manera indirecta
al inhibir los efectos lipoliticos de la hormona de crecimiento (263,264). Ademas,
en estudios en roedores y humanos obesos se ha encontrado que el contenido de
la enzima 11-B-deshidrogenasa de dihidroxiesteroides, la cual convierte a la
cortisona en glucocorticoides activos, se encuentra aumentada en el tejido adiposo
visceral y subcutaneo, lo que permite la proliferacién y diferenciacion de los
adipocitos (265), promoviendo de esta manera el aumento en el peso del tejido
adiposo. Dichos efectos pudieran estar favoreciendo el aumento en el tejido
adiposo blanco de los animales sometidos a estrés prenatal (EP-C, EP-AFL y EP-
AFO) vy el peso corporal de los mismos, aunque son necesarios nuevos estudios
para determinar la implicacién de los mismos en las alteraciones presentes en

nuestros animales estresados prenatalmente.
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De hecho, las crias sometidas a estrés prenatal aumentaron el consumo de
alimento, hecho que se ha constatado en animales sometidos a estrés cronico
variable, los cuales aumentan el consumo de leche materna desde la primera
semana de vida (261). En este estudio se confirmé tanto el aumento de peso
corporal, como el del consumo de alimento en animales sometidos a estrés
prenatal, lo que reafirma que factores que puedan causar alteraciones en el
ambiente intrauterino, afectan el desarrollo de la cria, y estas alteraciones
prevalecen hasta la edad adulta. Los animales adultos sometidos a estrés prenatal
y con desfase de la alimentacion en la etapa prepuberal no tuvieron cambios al
compararlos con los animales Unicamente con estrés. El estrés también puede
desfasar a los sistemas circadicos que regulan la conducta alimentaria (266), y
puesto que el mismo estrés es un factor que promueve el aumento en el consumo
de alimento y el peso corporal, los efectos que observamos sobre estos

parametros corresponderian predominantemente al estrés prenatal.

El contenido de corticosterona sérica de animales EP-C no cambi6 con respecto al
de animales C; el de EP-AFL y EP-AFO aumento contra los dos grupos anteriores.
La expresion de CRH del NPV en animales con estrés prenatal (EP-C) fue similar
al del grupo C, mientras que combinando el estrés con el desfase de alimentos a
la fase de luz u oscuridad (EP-AFL y EP-AFO), la expresion de CRH en el NPV se
estimulé. Las crias macho de madres estresadas en la gestacién, no presentan
cambio en la actividad basal del eje HHA (267) ni en el contenido del RNAmM de
CRH del NPV cuando son adultos (268); esto concuerda con los resultados del

grupo EP-C.

La hiperactividad del eje adrenal de animales estresados prenatalmente se
observa al ser sometidos a un estresor posterior: la concentracion sérica de ACTH
y corticosterona aumenta asi como la expresion del RNAm de CRH del NPV (269).
Los cambios en los horarios de alimentacion en EP-AFL y EP-AFO pudieron
actuar como estresores modificando la actividad del eje y activando su respuesta,

lo que se evidencio por su aumento corticosterona y en la expresion de CRH en el
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NPV. La falla en la retroalimentacion negativa del eje HHA se podria explicar por
los hallazgos que describen la reduccion en la expresion hipocampal del RNAm
del MR y de GR (270-272) y que puede deberse a hipermetilacion del promotor del
gen de GR (273) y al aumento en la expresion, contenido y liberacion de CRH de

la amigdala (268,269,274), quien afecta positivamente la actividad del eje adrenal.

El incremento en el peso de las glandulas adrenales pudo deberse a su hipertrofia,
misma que se ha descrito en animales estresados, que a su vez pudo ser causada
por la estimulacion constante del sistema simpatico adrenal, quien envia sefales
catecolaminérgicas a la glandula, promoviendo la liberacién constante de

adrenalina y GC (275), estimulando la actividad del eje HHA de manera cronica.

En humanos existe un vinculo entre la ansiedad gestacional, particularmente en el
embarazo tardio, con diferencias en el cortisol salival postnatal (276); los nifios de
madres con mayor contenido de cortisol salival en las mafianas durante el
embarazo o madres con miedo a tener un nifio con discapacidades, mostraron
altos niveles de cortisol en la saliva (277). En pacientes deprimidos (con estrés
cronico subyacente), la inmunoreactividad de neuronas que expresan CRH en el
NPV estd aumentada y presentan hipertrofia de glandulas adrenales vy
concentraciones basales elevadas de GC (278). Por lo que el eje HHA de
animales EP-AFL y EP-AFO parecido responder de manera exagerada por

afectaciones en la retroalimentacion negativa del mismo.

En la gestacion, las madres presentan cambios adaptativos que disminuyen los
efectos de los glucocorticoides sobre el feto. Entre estos se encuentran el
aumento de progesterona y de su metabolito, la alopregnanolona, en el cerebro
materno y quien inhibe al eje HHA en ratas gestantes y previene al feto de sufrir
alteraciones causadas por los glucocorticoides (279). La alopregnanolona
aumenta la expresiéon del RNAm del opioide enddgeno encefalina y de su receptor
(receptor a opioides g, MOR) en neuronas noradrenérgicas A2 del nucleo del

tracto solitario (NTS), que al activarse desinhiben a neuronas GABAérgicas que
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proyectan al NPV e inhiben la liberacion de noradrenalina de las mismas neuronas
del NTS hacia el NPV, disminuyendo la expresion de CRH y por consiguiente la
inhibicién del eje HHA en ratas gestantes (280). En cambio, las ratas sometidas a
estrés gestacional presentan disminucion en la enzima que convierte a la
progesterona en alopregnanolona en el cerebro y en la placenta, 11-B-
deshidrogenasa de dihidroxiesteroides (281), lo que permite el acceso de un
exceso de glucocorticoides hacia la cria y aumenta los efectos deletéreos de éstos
sobre su desarrollo. Dado que los efectos del estrés prenatal abarcan una gran
cantidad de vias y moléculas que regulan el eje HHA y las respuestas al
organismo para contrarrestar el estrés, es importante determinar en el futuro si los
grupos EP presentan dichos cambios y si estan asociados con la hiperactivacion

del eje adrenal.

Lo animales sometidos a estrés prenatal, indistintamente del programa de
alimentacion, no mostraron cambios en la concentracion sérica de T,y Tz ni en la
expresion de TRH en ninguno de los subcompartimentos del NPV. Hay
controversia acerca de los efectos del estrés en la actividad del eje tiroideo, pero
en un modelo de estrés cronico ligero la expresion del RNAm de TRH en el NPV y
los niveles séricos de hormonas tiroideas no cambian (282). Dado que los grupos
EP-C, EP-AFL y EP-AFO se encuentran en balance energético positivo y
humanos obesos y roedores con obesidad inducida por la dieta aumentan la
actividad del eje tiroideo, con aumento del RNAm de TRH en el NPV y de la
concentracion sérica de TSH en ratas macho (178), era de esperar una
hiperactivacion del eje tiroideo como mecanismo contraregulatorio que activaria el
metabolismo y disminuiria su peso corporal; esto aumentaria su expresiéon de TRH
por el aumento en la concentracion sérica de leptina, al no observar estos cambios
la via de sefializacion de la leptina pudo también encontrarse desensibilizada,

como en los animales AFL.

Los animales cuyas madres reciben DEX durante la Ultima semana de gestacion

desarrollan hiperleptinemia e hiperinsulinemia (283), alteraciones que se han
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ligado al desarrollo de resistencia a la insulina y leptina y del sindrome metabdlico.
Aunque EP-AFL y EP-AFO mostraron un incremento en la concentracion seérica de
leptina, que debié aumentar la sintesis de TRH, también mostraron aumento en la
concentracion de corticosterona que pudo contrarrestar los efectos de la leptina en
la transcripcion de TRH (170,171) y evitar la activacion del eje tiroideo frente a su
balance positivo de energia, llevandolos al aumento de peso corporal. La
expresion de TRH del aNPV no cambi6 su expresion, a pesar de tener un efecto
anorexigénico. Debido a que los animales EP-C presentaron el mismo aumento de
peso e hiperfagia que los EP-AFL y EP-AFO, parecio que TRH de esta regién no
estuvo relacionado a estos cambios y sugiere el estudio de la expresion de
péptidos de las neuronas de primer orden del ARC, las cuales se alteran en

animales con obesidad (178).

VIIl. Conclusiones

e Iniciar el consumo de alimentos en la fase de reposo, aun por un periodo
corto en la prepubertad, lleva al desarrollo de hiperfagia y sobrepeso en los
adultos.

e EIl funcionamiento de los ejes adrenal y tiroideo tanto a nivel hipotalamico
como periférico se altera por este cambio y puede asociarse a la hiperfagia
y acumulacion de tejido visceral observado.

e Se desarrolla una resistencia a la sefalizacién de la leptina en el ARC por
este cambio que también pudo asociarse a la hiperfagia y sobrepeso
observados.

e EIl estrés prenatal también causa hiperfagia y sobrepeso en animales
adultos. El sobrepeso y la hiperfagia desarrolladas por la exposicion a
estrés prenatal sugieren resistencia a la insulina y leptina.

e El inicio del consumo de alimentos en la fase de luz u obscuridad induce
hiperactivacion el eje adrenal de animales sometidos a estrés prenatal.

e Estos resultados son un acercamiento importante para comprender los
efectos y alcances de los habitos alimentarios y los patrones de

alimentacion en la infancia y sus consecuencias en la salud de individuos
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IX.

adultos; ademas apoyan que los habitos alimentarios en la fase de actividad
en la infancia aseguran una programacion y funcién adecuada de la funcion
de los ejes neuroenddcrinos y de la regulacion de la conducta alimentaria,
lo que urge a generar terapias preventivas con la finalidad de evitar el

desarrollo de enfermedades metabdlicas en la vida adulta.

Perspectivas

Estudiar la motivacion por el consumo de alimentos palatables en animales
AFL y con EP.

Analizar la via de sefalizacion de la insulina y su implicacién en la
hiperfagia de animales AFL.

Determinar si la via de AMPK puede estar implicada en la hiperfagia de
animales AFL y en cambios en la expresién de genes reloj (cry) en el
hipotalamo de animales AFL.

Analizar y comparar la expresion de genes reloj en el hipotalamo y en el
higado entre animales AFL y con EP.
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XI.  Anexos

11.1 Articulo publicado en la revista Journal of Endocrinology: “Prepuberal

light phase feeding induces neuroendocrine alterations in adult rats”.
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Abstract
Feeding patterns are important factors in obesity evolvement. Time-restricted feeding Key Words
schedules (tRF) during resting phase change energy homeostasis regulation, disrupting » proTRH
the circadian release of metabelism-regulating hormeones, such as leptin, insulin and » prolAF
corticosterone and promoting body weight gain. Thyroid (HPT) and adrenal (HPA) axes » leptin

= exhibit a circadian regulation and are involved in energy expenditure, thus studying » feeding schedules

their parameters in tRF paradigms will elucidate their role in enargy homeostasis
impairments under such conditions. As tRF in young animals is poorly studied, we
subjected prepuberal rats to a tRF either in light (LPF) or in darkness phase (DPF) and
analyzed HPT and HPA response when they reach adulthood, as well as their arcuate
{ARC) and paraventricular (PVN) hypothalamic nuclel neurons’ sensitivity to leptin

= in subsets of 10-week-old animals after fasting and with i.p. leptin treatment. LPF

i group showed high body weight and food intake, along with increased visceral fat
pads, corticosterone, leptin and insulin serum levels, whereas circulating T, decreased.
HPA axis hyperactivity was demonstrated by their high PVYN Crf mRNA expression;

the blunted activity of HPT axis, by the decreased hypophysiotropic PVYN Trh mRNA
expression. Trh impaired expression to the positive energy balance in LPE, accounted for
their ARC leptin resistance, evinced by an increased Npy and Socs3 mRNA expression.
We concluded that the hyperphagia of prepuberal LPF animals could account for the
HPA axis hyperactivity and for the HPT blocked function due to the altered ARC leptin
signaling and impaired NPY regulation on PN TRH neurons.

Journal of Endocrimology
{2017} 232 15-28

Introduction

Obesity is o major worldwide health concern; its
prevalence has doubled in the last 35 years in children
and adults (Flegal et al. 2016, Ogden ef al. 2016), it may
result from an imbalance between energy intake and
energy expenditure leading to increased body fat content.
In humans, environmental factors, such as lifestyle and
eating habits, have a direct influence on body weight.
Changing eating schedules from the activity to the
resting phase, increases the risk of individuals to develop

metabolic alterations and weight galn, as seen in shift
workers and in people who eat during the night (Qin ef al.
2003, Al-Naimi ef al. 2004, Antunes et al. 2000, Amani &
Gill 2013}). Moreover, limiting food intake to an interval
of 10-12h during activity phase, regardless of food
quality or guantity, reduces body weight (Gill & Panda
2015). Thus, uncoupling the release of rest/actvity cycle-
induced hormones with feeding schedules by changing
eating habits, impairs individuals’ energy homeostasis.
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In fact, reports of dme-restricted feeding paradigms
(tRF) show the effects of feeding time on metabolism of
rodents: energy homeostasis is impaired in animals eating
regular chow during their resting phase (light phase), in
comparison with that of animals fed during their activity
phase (darkness phase) (Salgado-Delgado et al. 2010,
Bray et al. 2013). In addition, when animals are fed with
a high-fat diet (HFD) during the activity period, body
weight gain diminishes and lipid and glucose metabolism
improves in comparison with HFD-fed animals during the
resting phase (Hatorl ef al. 2012, Tsai et al. 2013), showing
that feeding time is relevant to maintain an adequate
energy balance.

Expression and/or release of peripheral signals such
as leptin (Ahima et al. 1998), insulin (La Fleur et al. 1999),
glucagon (Rulter ef al. 2003), ghrelin (Bodosi et al. 2004},
corticosterone (De Boer & Van der Gugten 1987) and
thyroid hormones (TH) (Jordan et al. 1980) have a circadian
oscillation, either in response to light/darkness cyde or
to feeding schedules. In particular, leptin serum content
increases after a meal and when adipose tssue augments,
inhibiting food intake and enhancing energy expenditure
by activating the transcripton of anorexigenic peptides
(cocalne and amphetamine-regulated peptide (CART)/
proopiomelanocortin (PFOMC)) from the hypothalamic
arcuate nucleus (ARC) and silencing that of orexigenic
(neuropeptide Y (NPY fagouti-related peptide (AgRP)) ones
(Cheung et al. 1997, Ahima et al. 1999, Elias of al. 1999),
Orexigenic and anorexigenic neuron populations from
the ARC project to thyrotropin-releasing hormone (TRH)-
and corticotrophin-releasing factor (CRF)-synthesizing
neurons in the hypothalamic paraventricular nucleus
(PVN) (Cone et al. 2001), modulating TRH and CRF
expression and their neuroendocrine effects.

THH and CRF direct hypothalamic-pituitary-thyroid
(HPT) and adrenal (HPA) axes, respectively. Both axes
are regulated by a negative feedback loop having TH
and glucocorticolds (GC, corticosterone in rodents) as
final effectors. TH influences energy balance activating
the synthesis of uncoupling proteins in brown adipose
tssue (BAT) and enhancing lipolysis (Lanni et al. 2003,
Mullur et al. 2014). GCs stimulate the proliferation and
differentiation of pre-adipocytes, promoting abdominal
fat deposition (Bjorntorp 2001, Alberfarb et al. 2001);
in addition, they increase gluconeogenesis and glucose
serum availability (Imai et ai. 1990, Schmoll ef ai. 1996,
Lin et al. 1998) and stimulate ARC NPY expression
and food intake (Shimizu ef al. 2008). TRH and CRF
are allocated with anorexigenic actions revealed by
their intracerebroventricular  injections (Morley &

Levine 1980, Hohner-Jeanrenaud et al. 1989, Kow &
Praff 1991). Leptin activates TRH and CRF expression;
thus, conditions altering this hormone content, such
as obesity or fasting, can affect energy expenditure and
food intake through those peptides’ actions (Fekete et al.
2006, Perello et al. 2010).

ARC NPY/AgRP neurons” projections into PVN
and lateral hypothalamus are not completely matue
after birth (Bouret ef al. 2004, Baquero ef al. 2014).
Moreover, leptin exerts its anorexigenic effects on
animals from the fourth week of age (Mistry of al. 1999),
and its involvement in PVN TRH expression regulation
requires ARC projection pathways (Legradi & Lechan
1998), making the prepuberal stage critical for changes
in animals’ feeding that might prevall until adulthood.
Although tRF studies have yielded a significant amount
of data in adult rats, there is very little information about
the response of neuroendocrine axes in younger animals
under this feeding schedule.

We hypothesized that the programming of the
neurcendocrine axes’ functon by hormones whose release
depend on the rest/activity cycle may be impaired during
early developmental stages by changing individuals’
feeding habits to the resting phase of the day; and this
impairment may be sustained up to adulthood provoking
metabolic alterations. The aim of this study was to
evaluate if tRF in prepubertal rats, whether in the light
or darkness phase, could alter energy homeostasis and
neuroendocrine axes regulation when those animals reach
adulthood. In additdon, we hypothesized an impaired
leptin signaling as a candidate pathway involved in body
weight gain of animals fed in the light phase.

Methods

Animals

All animal procedures were approved by Psychiatry
Institute’s Ethical Committes on Animal Experimentation
and agreed with the Mexican official norm NOM-062-
Z00-1999 for use and care of laboratory animals. Pregnant
Wistar rats (n=12) from the animal housing facility of the
Psychiatry National Institute were housed individually
under controlled Hght cycle (lights on from 0700 to 19000
and temperature (24 +1°C) conditions, with ad libitum
access o standard rat chow (Lab rodent dier #5001, PMI
feeds)) and water. The day of the delivery was identified
as day 0, and dams and pups were left undisturbed untl
weaning (postnatal day (PN) 21). At PNZ1, male pups
(5—6 males per litter) were separated, individually caged
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and divided imto 3 experimental groups (n=22/group):
control group (C): animals were fed ad fibitum with
standard rat chow and had unrestricted access to water;
Hght-phase fed (LPF) group: which had food available from
1700 to 0900 with ad libitum access to water; darkness-
phase fed (DPF) group that had food available from
2300 to 0700 with free access to water (Fig. 1A). The tRF
schedule was performed from PN21 to PN35 (prepuberal
stage) and after PN35 animals were left undisturbed
with ad libitum access to rat chow and water until they
reached adulthood (PN70). Body weight and food intake
were measured weekly untl PN70, when animals were
killed by decapitation. Brains were excised, frozen on
dry ice and kept at —70°C until irn situ hybridization
(ISH) analyses of proTrh and proCrhi mBNA expression
were  performed; adipose tissue subcompartments
(white adipose tissue (WAT): mesenteric, subcutaneous,
epldidymal, perirenal retroperitoneal; brown adipose
tissue (BAT): subscapular), and adrenal glands were
dissected and weighted; trunk blood was collected for
serum hormones’ determination (trilodothyronine (T,),
thyroxine (T, insulin, leptin and corticosterone).

To evaluate hypothalamic neurons’ response to

week-old animals from the three experimental groups
(n=4-6/group) was subjected to a 48-h fasting and
intraperitoneally (Lp.) administered with either vehicle
(veh: 0.9% saline solution) or 0.1ug per gram of body
weight of recombinant mouse leptin (Calbiochem, Merck
Millipore) twice a day (07:00 and 19%:00h) during the
48-h fasting period, as previously reported (Bojanowska
& Nowak 2007). Afer leptin administration, animals
were refed, and food intake was recorded 6h after food
was made available. Body weight loss was measured
by weighing animals before and after fasting and the
percentage of the changes in body weight loss (% delta
{4}) was calculated by taking the initial weight (10-week-
old weight) as 100%. At the end of the refeeding period,
animals were killed by decapitation; adipose tissue
subcompartments and adrenal glands were treated as
mentioned before; brains were excised and maintained at
~70°C until real-time PCR (RT-PCR) analyses of ARC and
PVN transcripts were performed.

Determination of serum hormones” content

Total serum T,, T, and insulin were determined by

fasting and to leptin administration, a subset of ten- commercial ELISA kits following manufacturer’s
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Figure 1

Experimental design, body welght and food intake. (4) Feeding schedule from postnatal day (PN) 21 to 35 of male rats. Control {01 group had

ad Whitum aocess to food and water, ght-phase feeding {LPF) group had access to food from 17:00 to 09:00h and free acoess to water and darkness-
phase feeding {DeF) animals had food avallabilrty from 2300 to 0700 h and free socess to water. From PN 35 to 70, all groups had ad ihitum acoess to
food and water after which animals were killed . A subset of three adult experdmental groups were fasted for 48h and Lp. edmintstered every 12h with
wehide {veh) or recombinant mouss leptin (0.1 pgég B, once 48h elapsed, animals were allowed to eat for £h and killed. (8] Weekly measuraments of
body weight of C, LPF and DFF animals. (C) Food intake data are the weekly average of the daily food consumption from week 4 to 10 of C LPF and DFF
anlmals. Data are expressed as the mean +5.ea. In grams (n=-2Zgroup). One-way ANOVA of repeated measuras followed by Tukey's post hoc test
showed

differances betwesn groups, *P< 0.05 ws C "F< 0.05 vs DPF.
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instructions (ALPCO, Salem, NH, USAJ; sensitivity:
T, 0.2ng/mL, T, 0.5pg/dL and insulin, 0.124 ng/mL;
inter-assay variability: Ty, 10.3%, T, 4.5% and insulin,
9.95%,; Intra-assay variability: T,, 9.6%, T, 4.3% and
insulin, 5.7%%. Corticosterone and leptin serum
concentrations were determined using Enzo Life
Sciences ELISA kits (Farmingdale, NY, USA); sensitivity:
corticosterone, 27 pg/ml and leptin, 67.2 pg/mL; inter-
assay variability: corticosterone, 13.1% and leptin,
11%:; intra-assay varability: corticosterone, 8.4% and
leptin, 8.1%.

In situ hybridization hystochemistry analysis (ISH)

Dissected brains were sectioned using a cryostat
(Microm HM 525; Carl Zeiss IMT Corporation) at
-20°C to obtain 14pm thick coromal slices including
the whole length of the PVN (aPVN: -0.84 to -1.44mm
from bregma, mPVN: -1.44 to -1.92mm from bregma
and cPVN: -1.92 to -2.28 from bregma) (Paxinos
& Watson 2005). For each PVN subcompartment,
three sections per slide per animal were collected and
adhered to Superfrost/Plus slides (Fisher Scientific).
Sections were fixed with 4% paraformaldehyde at
4°C for 20min in PBS buffer, digested with pronase
(24 U/ml; Calbiochem (Merck Millipore)) at 20°C for
2min, and air-dried before hybridization. A mixture of
oligonucleotide probes complementary to the following
base sequences of proTrh mRNA (GenBank accession
number: NM_013046.2): 85-129, 407-471 and 568-612
and proCrf mRNA (GenBank accession number:
NM_031019.1):  114-158, 284-328 and 536-580
were labeled by 3'-tailing with [P35] dATP (1250Ci/
mmol; PerkinElmer) wsing terminal deoxynucleotidyl
transferase (Roche  Diagnostics GmbH). All
oligonucleotide probes were synthesized by the
Biotechnology Institute of the UNAM (Cuernavaca,
Morelos, Mexico) and were BLAST-tested to evaluate
probe’s specificity, which was confirmed using rat
database. We wused non-complementary probes as
negative controls, directed against the same proTrh
mRNA nucleotide sequences as complementary probes
{Arechiga-Ceballos et al. 2014, Alvarez-Salas of al. 2016).
Hybridization protocol with oligonucleotide probes
has been described previously (de Gortari & Mengod
2010). Briefly, radioactive-labeled probes were diluted
in a solution containing 50% formamide, 4x SSC (Ix
S8C: 150mM NaCl, 15mM sodium citrate), Denhardt’s
solution (0.02%. Ficoll, 0.02% polyvinylpyrrolidone,
0.02%: BSA), 10% dextran sulfate, 1% sarkosyl, 20mM
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phosphate buffer pH 7.0), 250 pg/mL yeast tRNA and
500 pg/mL salmon sperm DNA, at a final concentration
of 1.5-Zpmol. Fixed-tissues were incubated with
hybridization solution and coverslipped with Parafilm
(Bemis, Oshkosh, WI, USA). Once the incubation time
was completed, sectlons were washed four times in
0.6M NaCl, 10mM Tris-HCI (pH 7.5) at 60°C during
45 min each time, and once in the same buffer at room
temperatire. After washings, sections were dipped into
Kodak NTB autoradiography emulsion (Eastman Kodak
Company, Rochester, NY, USA). Autoradiograms were
developed with Kodak-D19 developer (Eastman Kodak
Company) after a 3-week exposure at 4°C, fixed in Hford
Hypam fixer (Polysciences Inc., Warrington, PA, USA),
dehydrated in 70 and 100% ethanol and coverslipped
with Entellan (Merck KEGaA).

Image analysis

Autoradiograms were visualized with a Leica microscope
DM500 (Leica Microsystems Inc.) under dark-field
illumination, and images were obtained using a Leica
ICCS0 W camera and the 10w objective. lmages were
analyzed by computer measuring integrated optical
density (I0D) of PVN signal using Image-Pro Plus 7.0
software (Media Cybernetics, Inc., Rockville, MD, USA).
10D of the background was measured for each image
and subtracted from the PVN targets’ signal 10D; three
sections per PVN subcompartment per animal were
analyzed for proTrh and for proCrf, and only mPVM was
used for ISH analysis, with a final n=4-5/group.

Real-time PCR (RT-PCR)

Brains were hand dissected for RT-PCR analysis of
ARC mRNAs (Npy, the long isoform of the leptin
receptor (Obrb) and suppressor of cytokine signaling
3 (SOCS3)) and PVN mRNAs (Irh, Crf, obrb and Socs3).
PVN (-0.84 to -2.28mm from bregma} and ARC
(-2.28 to -3.48mm from bregma) (Paxinos & Watson
2005) were punch-dissected from frozen tissues using
a 1 mm diameter sample corer and treated as described
before for extraction of mRNA by guanidine thiocyvanate
method (Chomczynski & Sacchi 1987).  Briefly,
L3mg of RNA was retro-transcribed with oligo-dT
primer (100 pmol/mL; Biotechnology Institute of the
UNAM, Cuernavaca, Morelos, Mexico) and M-MLV
reverse transcriptase (Invitrogen) to obtain cDNA.
ARC Npy, Socs3 and Obrk, in additon to PVN proTrh,
proCrf, Obrbk and Socs3 mBNA levels, were analyzed
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Table 1 Weight of adrenal glands and adipose tissue subcompartments.

c LPF DPF
Adrenal glands (g} 0.04+0.003 0.04 +0.002 0.04 +0.002
BAT (g} 027+ 002 027 +0.02 026 +0.02
Subcutaneous WAT {(g) 1.8+02 2.1+0.2 1.94+0.2
Epididymal WAT (g) 33103 3.7+04 3.6+08
Mesenteric WAT (gh 2+01 3.24+0.2% 25403
Perirenal retroperitoneal WAT (g} 24+03 A+D5% 2.8+0.3

welght of adrenal glands and adiposa tissue subtompartments welght of 10-week-old enimals subjectad to tRF In prepuberal stage. BAT, brown adipase
tissua; WAT, white adipose tissue. Data are expressed a3 the mean =:.:.m. In grams [adrenal glands, BAT and subcutaneous WAT: n=22/group; mesentenic,
epididyma and perirenal retroperitonesl WAT: n-&/group). BAT, brown adipose tissue; C, control; DPF. darkness-phase fed animals; LPF, light-phase fed

ariralogy

lawrral of Endo

animals; WAT, white adipose tizsue. One-way ANOVA followed by Tukeys post hoc test showed differences between groups.

PelOswvC

by RT-PCR using Applied Blosvstems reagents and
equipment, comprising TagMan Universal PCR Master
Mix, a 7500 real-ttme PCR system, oligonucleotide
primers (Npy, Rn014 10145 ml; Socs3, RnO0S85674
31, Legr, Rn01433205_ml; Trh, Rn00564880_ml,;
Crh, Rn01462137 m1; Acth, Rn0D667869 ml). The
2-mo gelative quantificaton method was used to
calculat? the fold-change in target mRNA expression,
and beta actin was used as housekeeping gene to
normalize RT-PCR data.

Statistics

Changes in food intake and body weight between
groups along the 10 experimental weeks were analyzed
by two-way ANOVA of repeated measures. Weight of
adrenal glands and adipose tissue subcompartments,
serum hormones’ levels, proTrh and proCrf mBENA
expression in PVN subdivisions data were analyzed
by one-way ANOVA. Two-way ANOVA was performed
to compare body weight loss, changes in food intake
after refeeding, the weight of their adrenal glands and
adipose tissue subcompartments, and their mRNA
expression of peptides in hypothalamic PVN and ARC
by RT-PCR, between animals treated with veh or leptin

ment, reaching a 17% increase at ninth weex (Fig. 1B).
Two-way ANOVA of repeated measures showed that
there was a significant effect of feeding schedule
(Fa739=37.46, P<0.0001), age (F;;,=801.54,
P<0.0001) and the interacilon beiween variables
(Fugng=171, P<0.05). In a similar fashion, food
intake of LPF group increased an average of 12% along
the experiment in comparison with C and DPF animals
(Fig. 1C). Two-way ANOVA of repeated measures
revealed an effect of feeding schedule (F; .5 =33.69,
P<0.0001) and age (Fy; 475 =165.11, P<0.0001).
Adrenal glands, BAT, subcutaneous and epididymal
subcompartments of WAT showed no significant differences
among groups (Table 1). In contrast, LP'F group’smesenteric
and perirenal retroperitoneal WAT weight increased to
154% and to 173%, respectively, when compared with
C animals (100%) (Table 1; mesenteric: F,,,=10.019,
P<0.01; perirenal retroperitoneal: Fy; 15=>5.566, P< 0.05).

Serum hormones’ concentration

Although T, serum concentration was reduced by Z1% in
LPF animals compared with C (F; 4, =3.727, F=<0.05), T,

Table 2 Serum hommones’ content.

L.p. after 48-h fasting. When P< (.05, we performed . = ek
Tukev's bast ko test. T, lpg/dL) 11.0:0.8 93:£08% 115205
el T; (ng/dL} 100.6£55 107.7 £4.1 33.1+3.9
Insulin {ng/mL) 0.6 £0.05 0.9+ 0.08* 0.7+0.04

Results

Body weight, food intake and adiposa tissue weight

Body weight of LPF animals increased 11% from week 5
in comparison with DPF group and 9% and 12% from
week 6 when compared with C and DPF groups; such
Increase was maintained until week 10 of the experi-

Corticosterone  2483+71.4  &674+110% 205+B1.8
L)

Leptin (pg/mL) 1273.7+124.3 18393+211*+ 1306.3+150.6

Hormones' determinations were performed on serum of 10-week-old
animals subjected to tRF in prepuberal stage (PNZ1-PHES). The number
of animals analyzed was n-Gigroup. Values are expressed a; the
mean + S£w. C, control growp; DPF, darkness-phase fed group; LPE
light-phase fed group. One-way aNOvA followed by Tukeys post hoc
test showed differences betwesn groups. * P« 0.05 v T +P<0.05 vs DPF.
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content showed no differences between groups (Table 2).
Insulin, corticosterone and leptin serum concentrations
Iy,
up and a 3.3-
fold corticosterone increase compared with DPF animals
(Table Z; Insulln: F <(L05; corticosterone:
=3.660, P<0.05).

pro TRH
LPF

had a 1.4-fold, 2.7-fold and 1.4-fold increase, respectivel
in LPF animals in comparison with C gn

cPVN
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profrh and proCrf mRNA expression in PVN by
ISH histochemistry

proTrh mRNA expression from non-hypophysiotropic
aPVN newrons showed no significant differences in
antmals either fed in light or in darkness phase (Fig. ZA, B,
C, I). Hypophysiotropic TRHergic newrons of medial and

DPF

Figure 2

proTrf mRNA sxpression in PYN
subcompartments. {A-1} Low-power
10x-magnification dark-fleld lumination
photomicrographs of representative samples of

F moes radicactive-labeled proTRH mANA by 15H of aPvN

), LPF (B} and DPF {C), of mPyN of C{
LPF {E} and DPF [F), and of cPvl of C (G
and DPF (i} growps. 1 third wentricle. Scale bar
SOpm. (U Exprassion of proTRH In PVM
subcompariments of €, LPF and DPF animak.
Controf (), ight-phase feeding (LPF) and
darkness-phase feeding (DPF) groups. Deta ars
axprassed a5 the mean + 5.eu. of percentage of ©
values (100%; n=4-5\groupl. One-way ANOV,
iowed by Tukey's post hoo test showed
differences betwaen groups, P 005 v G

"P 0,05 vs DPF.
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pro-CRF ISH
LPF

Figure 3

232:1 n

oz -

o (wiomi

m

proCRF MRMA expression In PYM. (&-C) Low-power 10x magnificetion dark-fizld ilumination photomicrographs of representative samplas of
radicactive-labeled proCRF mRMA By 15H In PVN of C (A}, LPF {B) and DPF (C) groups. NL: third veniride. Sale bar 50 pm. (D) Expression of proCRF in
PWN of C. LPF and DPF animals. Con'trol {C), light-phase feeding (LPF), darkness-phase feeding {DPF) groups. Data are expressed as the mean +5.e8 of
percentage of C values (100%; n=-4-5/group). One-way ANOWVA followed by Tukey's post hoc test showed differences between groups, *P< 005w C

P« 0.05 ¥s DPF.

caudal PVN direct HPT axis function, and proTrh mRNA
expression was decreased in LPF group to 700 in mPVN
{Fz 1=4.43, P<0.05), whereas in cPVN decreased to 56'%
in comparison with those of C (100%) (Fig. 210, E, F G,
H, L, J; Fip109=4.96%, F<0.05). proCrf mRNA expression
increased to 144% in PVN of LPF animals in comparison
with that of C (100%) and DPF groups (Fig. 3A, B, C, I;
Fi; 1 =6.608, P<0.05).

Effect of 48-h fasting and leptin administration on body
weight and food intake after 6-h of refeeding

As LPF rats showed an increase in body weight, visceral
WAT weight and in serum leptin levels, HPT axis should
be activated promoting and increased metabolic rate,
but instead, hypophysiotropic PVIN proTri mRNA
expression was decreased. We exposed animals of the
three groups to a 48-h fasting in addition to veh or
leptin L.p. administration and measured hypothalamic
feeding-involved neuropeptides’ expression as well as,
leptin signaling molecules mRNA levels. Fasted animals
treated either with veh or leptin decreased their body
weight in a similar manner between groups (Fig. 4A);
the %A in body weight loss was as follows: 6.5%,
9.6% and 7.3% 1n C-veh, LPF-veh and DPF-veh groups
and 8.5%, 8.8% and B.4% in C-leptin, LPF-leptin and
DFF-leptin animals, respectively, compared with their
basal body weight before fasting, but no significant
differences were found.

After 48 h of fasting and treatment with either veh or
leptin, animals were refed for 6h and their food intake
was registered. As expected, data showed that leptin
treatment decreased food intake to 78% in C-leptin and

to B4% in DPF-leptin groups when compared with their
respective veh groups (100) (Fig. 4B). On the other
hand, LPF-leptin animals ate 84% more than C-leptin
animals (Fig. 4B). Two-way ANOVA showed significant
differences between groups (Fipaq=34.498, P<0.001)
and in the interaction between groups and treatment
(Fiz 2= 14.088, P<0.001). Concerning adrenals and
adipose tissue subcompartments weight, we found that
in LPF animals, the weight of mesenteric and perirenal
retroperitoneal WAT was higher than C animals as
stated before (Table 3). The weight of adrenal glands
and the rest of adipose tissue sublompartments
did not show significant changes between groups
or treatment (Table 3). Two-way ANOVA showed
differences only between groups in mesentetic WAT
(Fiz 20=4.726, P<0.05) and perirenal retroperitoneal
WAT (F; 55 =4.075, P<0.05), but not in treatment or in
the interaction of variables.

Effect of 48-h fasting and leptin administration on
hypothalamic mRNA peptides exprassion

Arcuate nucleus LPF animals administered with veh
showed the reported ARC response to a metabolic
challenge such as Fasting; we found that Npy mRNA
expression in LPF group was increased to 177% to that
of C- and DPF-veh animals. Npy mRNA increase could
be implicated in the higher chow consumption as well
as In the higher body weight that LPF rats presented
(Fig. 5A). As expected, leptin administration decreased
Npy mRENA expression in C and DPF animals to 56%
and 65%, respectively. In contrast, Npy mRENA content
of LPF group administered with leptin did not change
compared with LPF-wveh (Fig. 5A). Two-way ANOVA
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camcia-Luna and athers

Ressarch

Body weigt loas after 486 fasting 3=
Igrams)

Faod intake (g}

Flgure 4
Body welght loss and food inteke of adult C, LPF and DPF fasted animels
administer=d |p. with veh or leptin. (&) Body welght loss before 4B-h
fasting of fen-week-old C. LPF and DPF groups administered with veh or
recombinatt mouse leptin (0.1 po’g B, Values are expressed as the
mean +5&.u. of grams of body welght |oss (n-5-&/group). (B} Food intaks
of C. LPF and DPF 48-h fasted groups administered with veh or
recambinatt mouss leptin (0.1 po'g B, allowed to fed for 6h after
fasting. Vaues are expressed as the mean +5.em. of grams of food
consumed [ =5-Gigroup). Two-way ANOVA followed by Tukeys post hoc
test showed differences hetwesn groups, P 0.05 v their respactive veh
groups; %P: (.05 vs C-leptin, 1P < 0.05 vs DPF-leptin.

indicated that differences were within groups
(Fiy 4y —10.780, P0.001} and treatment (F,, . — 64090,
P« 0.05], but there was no interaction.

Impairment of leptin signaling was revealed by
a 205% increase of Sors3 mRNA content In LPF-wveh

animals when compared with C-veh mRENA expression
(100%: Fig. 5B), which might be assodated with
the increased expression of Npy in the same group
(Fig. 5A). Peripheral administration of leptin increased
Socs3 expression in C and DPFF groups, but not in
LPF animals, which maintained the same increase as
veh-administered animals (Fig. 5B), revealing an
impairment in leptin signaling in the ARC aeurons of
LPF animals. Two-way ANOVA showed a significant
effect Of Qroup (Fpy,,=3.879, P<0.05} and teaument
(Fjy20=0.590, P=0.05), and no significant differences in
the interaction of the variables. Additionally, as expected
Obrk mRMNA levels increase in all groups In response to
fasting and leptin administration, but no differences in
expression between fasted groups (Fig. 5C).

Paraventricular nuclens  Despite veh-administered
animals were under a 48-h fasting challenge, proTrh
mBNA levels in LPF group showed a more pronounced
tendency to decrease than C and DPF animals
(Fig. 5D). Interestingly, leptin administration did not
increase proTrh expression in LPF as it did in C and
DPF groups compared with their veh-administered
counterparts (Flg. 5D). Two-way ANOVA showed a
significant effect of group (Fip.e=19.992, P<0.001),
treatment (F, ,;=9.813, P<0.01) and the nteracton
of the variables (Fizzq=4.418, P<0.05). As expected,
proCrf expression diminished in C- (18%) and DPF-veh
(47%) vs C-fed groups (100f); a reduction not seen in
LPF-veh animals whose proCrf mRNA levels increased
to 181% (Fig. 5E). Leptin administration restored
proCrf mENA content to C-fed levels in C- (104%) and
DPF-leptin (10G%%) animals, but in LPEleptin group,
it did not increase beyond LPF-veh proCrf expression
(168%) (Fig. 5E). Two-way ANOVA showed effect of
group (Fy.,=4.990, P<0.01). Furthermore, Obrb and

Table 3 Effect of 48-h fasting and leptin treatment in weight of adrenals and adipose tissue subcompartments.

Fasted+ Vehide Fasted + Leptin
C LPF DPF C LPF DPF

Adrenal glands (g) 0.07+0.004 00640005 O0D6+0.005 Q.06+0.0058 D.06+0.007 0.06+ 0.003
BAT (g} 0.26+0.02 0.24+0.02 0.27 0004 0.28+0.02 0.26+0.03 0.25:0.04
Subcutanecus WAT (g) 2.7+0.1 3.2+05 3+0.5 27+0.6 3.1+02 3.4+0.5
Epididymal WAT (g) 35402 3.7+04 3608 4.1+0.03 3.8+05 37204
Mesenteric WAT (g) 2401 32+02* 25+0.3 22402 314034 289+0.6
Perirenal retroperitoneal WAT (@)  2.4+04 4.1+05* 2B8+0.3 2.5+0.2 3.2+03% 3+06

welght of adrenal glands and adipose tissue subcompartments of 10-week-old animals subjected to tAF In prepuberal stage that were chalenged with a
48-h fasting with Lp. administration of veh or recombinant mouse leptin (0.1 pgig B twice a day during the 48 h of fasting. After that, animals were
allowed toeat for 6h and then killed, and adrenal glands and adipose Hssue subcompartments were dissected and welghted. Values are the

mean =5 fn grams, 0 =5-6/group. BAT, brown adipose tisue; C control growp; DPF, darkness-phase fed group; LPF, light-phass fed group; WAT, white
adipose tisaue. Two-way ANOVA followed by Tukey's test when P<0.05 was performed, *P.c 005 ws C-veh, %P« 0,05 vs C-leptin.
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Figure 5

Hypothalamic ARC 2nd FVN peptides’ expression of fasted C LPF and DPF adult animals administered with veh or recombinant mouse leptin

(0.1 pgfg B.W.). Data are mRNA expression by resl-time PCR of each studied amplicon after being normalized against actin mRMA expression by the
2-a8c rplative quantization method. ARC NPY (A}, ObRb (B8], 50053 {C) and PYN proTRH (D), proCRF (E) ObRb (F) and S0C53 (G were examined. Valuss
are expressad as the mean 5. of parcentage of C-fed values (100%,; n=5-Sigroup). Two-way AROVA followed by Tukey's post hoc test showed
diffarences betwean groups, "F< 0005 v C-fed: +P< 005 vs thair respective veh groups; *P«<0.05 vs Cveh; "P<0.05 vs DPF-veh; %7 .<0.05 vs Cleptin,

TP« 0.05 vs DPF-leptin.

Socs3 mRNA expression in PYN was not altered neither
by treatment nor by group (Fig. 5F, G).

Discussion

Prepuberty is a critical window of neuronal development,
susceptible to serum hormones' levels fuctuations,
modifylng the response of different hypothalamic
networks to a positive energy balance, as a consequence
of alterations in feeding patterns. Such alterations can
lead to an impaltred activity of feeding-regulatory signals
and consequently to hyperphagia and overweight that
might last until adulthood. Altering feeding patterns
during prepuberty could impair hypothalamic neuronal
development, and consequently, feeding regulation.

Therefore, we studied the effect of a time-restricted feeding
schedule during prepuberal stage on adult animals’ food
intake, body weight and expression of hypothalamic
peptides involved in regulation of energy homeostasis by
controlling HPA and HPT axis function.

Two hours before lights are off, ad Nbitum-fed
animals, present locomotion activation (food antici-
patory activity (FAA)) along with increased serum
GC content and ARC Npy mRNA facilitating food
intake consumption. Afterwards, a counter-regulatory
stimulation of anorexigenic signals is presented; after
a meal, animals show high insulin and leptin serum
content, as well as, ARC Pomc mRNA levels. This shift
from anabolic to catabolic pathways allows the energy
homeostasis and regulation of body weight. Thus,
uncoupling the moment of food presentation from
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the light/darkness cycle by shifting food availability to
the resting (light) phase, alters the energy expenditure
relation with food intake. When animals are subjected
to a tRE the onset of FAA and activation of orexigenic
pathways are changed toward the moment of food
presentation, which uncouples cemtral and peripheral
clocks; thus, feeding in the light phase induces leptin
and insulin release in an unusual circadian time, with a
consequent activation of brain peptides’ synthesis that
leads to an aberrant control of energy homeostasis.

Prepuberal darkness-phase feeding, which had a short
delay in the offering of food in relation to the start of the
darkness period (food available at 2300 instead of 1900 h)
showed no changes in any of the evaluated parameters
when compared with controls. This suggested that the
DPF schedule during prepuberty did not change their
food intake and allowed them to adapt to the subsequent
24-h ad libitum food intake schedule up to adulthood. As
their tRF was imited in the darkness phase, FAA and the
orexigenic pathways seemed to peak at a similar moment
of the day than that of C ad libitum-fed animals during
prepuberty, which was evinced by their unchanged food
intake and body welght throughout their lifespan.

In contrast, shifting the feeding schedule to the light
phase during prepuberty, produced hyperphagia and
overweight in LPF group, which seemed associated to their
HPA axis hyperactivity, as has been described before in
early-stage stressed adult animals and humans (Dallman
ef al. 2003, La Fleur ef al. 2004); our results implied that
prepuberal light phase feeding could be acting as a chronic
stressor. Impaired regulation of the HPA axis was evinced
by the increased FVN Crf mRNA, along with a higher GC
concentration, which seemed to show a blocked negative
feedback of GC into the PFYN.

The higher GC content could be related to food
intake stmulation of LPF because the Lp. injection
of the synthetic GC dexamethasone (DEX), increases
the orexigenic effects of factors and pathways, such
as those of ARC NPY/AgRP (Shimizu et al. 2008) and
AMPEK, respectively (Savontaus ef al. 2002, Konno et al.
2008, Shimizu et al. 2008). In fact, the AMPK pathway
has been involved in regulation of both drcadian and
metabolic-induced genes' expression (Lopez ef al. 2008,
Lamia ¢f al. 2009, de Andrade et al. 2015); thus, its
function might be relevant for LPF-related metabolic
and nedroendocrine alteratlons, and it would be
interesting to study its role in LPF impairments. This
could be possible as before the presentation of a meal
regardless of the light/darkness period, NPY 1s released
into the PVN, and the serum GC content increases

Lm-il.—u;n.anduthus Newrpendocrine changes by
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(Honma et al. 1983, Kalra et al. 1991}, suggesting that
the chronic elevatlon in GC of light-phase feeding
schedule, caused thelr hyperphagia through activating
ARC NPY pathway.

The sustained high GC levels also seemed responsible
for the increased visceral WAT depots of LPF animals
(Rebuffe-Scrive et al. 1992, Campbell et al. 2011). This
is supported by the activation of lipogenic genes in
visceral fat pads and the differentiation of pre-adipocytes
to adipocytes (filberfarb ¢t al. 2001) by peripheral DEX
administration (Marin et al. 1992, Chimin et al. 2014).
This is also supported by the fact that in Cushing’s
disease, energy deposits are mainly accumulated in
visceral adipose tissue (Geer f al. 2010) and that salivary
GC concentration is positively assoclated with visceral
adiposity (Epel 2009).

The high GC serum content induced by the
prepuberal light-phase feeding could reduce neuronal
sensitivity to leptin and insulin effects in this group
(Zakrzewska ef @l. 1997, Asensio ef al. 2004). Therefore, we
aimed to study an impaired leptin’s signaling and its effects
on ARC Npy and PVN Trh mENAs expression to explain
hyperphagia of LP'F animals despite their hyperleptinemia.

In this study, light phase feeding induced a dysfunc-
tion of HPT axis as T, concentration decreased im LPF
animals, which hampered T, to increase as expected.
Previous reports show that obese patients presemt an
enhanced HIT axis acdvity that is evinced by their
higher T, serum levels (Reinehr 20110), whereas rodents
had higher 'VN Trh mRENA expression and circulating
T, (Perello et al. 2010, Franco ot al. 2012). Those changes
promote higher energy expenditure. In contrast, our
results showed that light phase feeding during prepuberty
did not increase HPT axis function.

Furthermore, Trhh mBRNA levels decreased in
hypophysiotropic neurons of mPVN and cPVN in LPF
group, despite their overweight and hypereptinemia
that should enhance TRH transcription (Legradi «t al.
1997). The aforementioned results are in accordance
to those of overweight early-overfed animals, whose
Trh expression in hypophysiotropic neurons of mIFVN
is also decreased (Arechiga-Ceballos ef al. 2014). This
lack of adaptation might decrease rats' metabolic
rate, promoHng excessive energy storage as adipose
tissue. The decreased expression of hypophysiotropic
Trit could be the result of enhanced levels of GC,
which repress peptides transcription through a
glucocorticoid-responsive  element on TRH  gene's
promoter (Kakucska et al. 1995, Leeetal. 1996). Additional
experiments would be relevant to explore this idea.
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We expected that the expression of Trhv from
feeding regulating-involved neurons of the aPVN
subcompartment were increased in LPF animals, given
the known anorexigenic actions of the synthesized TRH
in that PVN subregion (Wittmann et al. 2009, Alvarez-
Salas et al. 2012). As Trh mRNA levels did not change
despite of the positive energy balance in LPF rats, It is
likely that they had an impaired adaptation to their
high lipids deposits, contributing to the display of
their hyperphagia.

As feeding in light-phase during prepuberty
promoted hyperphagia despite the hyperleptinemia, we
hypothesized that prepuberal light-phase feeding could
restlt in leptin resistance, which besides was supported by
the blunted Trh expression, which should be upregulated
by leptin. To test our hypothesis, we injected i.p. vehide
of leptin to 48-h fasted ten-week-old animals of all groups.
Our rationale was that since after fasting, the low leptin
levels are responsible for the decreased P'VN Trh mRNA
content and for the high ARC NPY expression (Marks
et al. 1992, Legradi of al. 1997). Leptin administration
should be able to reverse those changes in fasted animals
if its signaling is properly functional.

Fasting induced the expected loss in body weight
and adipose tissue depots im all groups. Also, we observed
the expected PVN Trh and Crf expression decrease, as
well as the upregulation in ARC Npy, PVN and ARC Obrh
and Socs3 mRNA content (Mitchell ef al. 2009, Arechiga-
Ceballos et al. 2014). It was noteworthy that LPF-veh-
fasted group had a further increase in ARC Npy and
Socs3 than in fasted DPF-veh and control-veh. 50C53 is
a protein that inhibits the signal transduction of lepting
thus, its chronic increment s considered as indicatve of
hormone's resistance (Bjorbaek of al. 1998). Therefore,
our results supported an impaired ARC signaling of leptin
due to feed prepuberal animals during the light period.
We corroborated this with the leptin administration to
light-phase-fed prepuberal animals that were fasted in
adulthood, whose ARC Npy expression did not decrease,
and PV Trh mREMNA levels did not increase as expected by
hormone's effects.

PVNM Trh expression is known to be upregulated
by leptin through two different pathways. The direct
one is due to leptin's action on ObRb signaling in the
PVN that upregulates Trir transcription. The indirect
one involves leptin effects on ARC Npy and alpha Msh
expression and release. This allows PVN TRH synthesis
to be activated because NPY exerts negative actions on
its synthesis and alpha MS5H enhances it (Fekete ot al.
2002, Sarkar ef al. 2002).

Y ONLY
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We here evinced that lght-phase feeding during
prepuberty impaired central leptin actions: ARC Npy
expression did not decrease, and we observed a sustained
elevation of that of Socs3. Leptin signaling in the PVN
seemed functional as Socs3 was similarly changed to
that of DPF and controls. We thus assumed that the
lack of increase in PVN Trh mRNA levels after leptin
administration in LPF rats was due to their impaired leptin-
induced downregulation of Npy in the ARC. This could
be responsible for their hyperphagia and overweight, as
well as for the lack of adaptation of the HPT axis to their
positive energy balance. It Is likely that leptin resistance
was related to the high GC circulating levels, as has been
described (Dallman et al. 2004).

Finally, we confirmed an impalrment of leptin
signaling as well as HPA axis hyperactivity by the high
proCriexpression in LPF-veh fasted group and by the lack
of a further increase in LPF-leptin rats.

In conclusion, prepuberal animals subjected to
tRF during light phase showed impairment in energy
homeostasis regulatory mechanisms that persisted until
adulthood. Their overweight and hyperphagia could be
the result of leptin resistance in the ARC.

Our results support that eating habits and regular
feeding patterns in the activity phase in childhood may
assure an adequate programming of the neuroendocrine
axes function by the restfactivity cycle-induced release of
peripheral hormones that coordinate energy homeostasis
avoiding metabolic alterations later in life.
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