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Capitulo 1. Introduccién

1. Control de la ingestay el balance energético

1.1 Aspectos generales

El comportamiento alimenticio y la regulacién de la ingesta de nutrientes, es
un fendémeno complejo influenciado en parte, por factores no regulados
biol6gicamente, como son los cambios medioambientales (Zheng y cols, 2009),
asi como también por estimulos endégenos producidos por las reacciones que
intervienen en el gasto energético y en su almacenamiento @levins y cols,
2010).

Desde hace relativamente pocos afos, se ha comenzado a estudiar este
comportamiento alimenticio, desde distintos puntos de vista: 1.- modificando la
composicion, calidad y cantidad de la dieta, afadiendo y/o restringiendo
glucidos, lipidos y proteinas, o utilizando combinaciones entre ellos (Boqué y
cols, 2009), 2.- analizando los efectos que determinados estados
fisiopatoldgicos producen en los mecanismos enddgenos de regulacion de la
ingesta y el balance energético, debidos a situaciones de estrés (Chacén y
cols, 2005; D'mello y cols, 2006), o patologias de origen metabdlico como la
diabetes (Mountjoy y cols, 2010), la anorexia (Chacon y cols, 2005; Asarian y
cols, 2010), y 3.- factores externos o ambientales como el horario de comidas,
el periodo entre ellas, la duracion del dia y la noche y la estacion del afio
(Kremers y cols, 2006; Laposky y cols, 2008; Arble ycols, 2009; Cano y col,
2009; Ekmekcioglu y cols, 2010). Ademas, factores mecanicos como la
distensién del estbmago (Maljaars y cols, 2007), también pueden producir un
desarreglo metabdlico.

En los animales, el motivo fundamental de la ingesta de alimentos
parece ser la satisfaccion de las necesidades energéticas. Sin embargo,
estudios recientes sugieren que el grado de saciedad puede variar también en
funcion de la proporcion de los macronutrientes presentes en el alimento
(lipidos, proteinas o glucidos) Boqué y cols, 2009; Diéguez y cols, 2009), ya
gue la regulacién de la ingesta depende no sélo del contenido calérico de la
comida, sino de la procedencia de esa energia (Zheng y cols, 2009; Rolls y
cols, 2009). Estudios realizados muestran que la sobrealimentacién, conlleva el

almacenamiento del 75% a 85% del exceso de energia procedente de los
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glucidos y del 90% al 95% de la procedente de las grasas (Wilson y cols, 2007;
Diéguez y cols, 2009). El exceso en la ingesta de lipidos se almacena
fundamentalmente en el tejido adiposo produciendo un incremento de la

adiposidad y por tanto, obesidad (Hill y cols, 2009).

1.2 Mecanismos reguladores de la ingesta

1.2.1 Regulacién hipotaldmica: genes implicados en la regulacién de la
ingesta

Diversos estudios realizados, han demostrado que el mecanismo
regulador del apetito se encuentra en el hipotdlamo (Arora y cols, 2006;
Lopaschuk y cols, 2010), dado que la lesién en &reas hipotaldmicas, afecta al
comportamiento alimenticio y la regulacion del balance energético provocando
un incremento o una disminucion en el peso corporal (Schwartz, 2010;
Sanchez-Lasheras y cols, 2010). Por lo tanto, el hipotdlamo pone en marcha
mecanismos neuronales especificos en funcién del estatus metabdlico del
organismo. Estos mecanismos de respuesta se activan en estados de déficit
energético (via orexigénica) o de abundancia energética (via anorexigénica)
(Schwartz, 2010).

Las principales areas hipotalamicas que participan en la regulacion de la
conducta alimenticia son: el nucleo hipotaldmico ventromedial (VM), cuya lesion
produce un incremento en el apetito y la ingesta de alimentos, provocando asi
la obesidad; mientras que lesiones en el area hipotalamica lateral (LHA)
producen una disminucidn en la ingesta y perdida de peso; el nudcleo
paraventricular (NPV) que recibe informacion aferente de otros nucleos
cerebrales y el nucleo arcuato (ARC) que es uno de los nucleos mas
importantes en el mecanismo de control del balance energético (Valassi y cols,

2008; Schwartz, 2010). Ver figura 1.
1985.

El nucleo arcuato contiene poblaciones de neuronas que co-expresan
neuropéptido Y (NPY), Péptido relacionado Agouti (AgRP), pro-
opiomelanocortina (POMC) (precursor de la melanocortina) y el transcripto

regulado por cocaina-anfetamina (CART).
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Figura 1. Se muestran los principales nucleos hipotaldmicos, relacionados en el control del
apetito, en la rata. Nucleo Arcuato (ARC), nucleo hipotalamico ventromedial (VM); area
hipotalamica lateral (LHA), nucleo paraventricular (NPV). Figura modificada de Hough y cols,
1985.

En este ndcleo, tanto la via orexigénica, donde se encuentran implicados
los neuropéptidos NPY/AgRP, como la via anorexigénica con los neuropéptidos
POMC y CART, tienen conexiones reciprocas con otras areas hipotalamicas,
asi como por ejemplo con el nacleo paraventricular (PVN), en donde existen
receptores especificos para melanocortina (MC3 y 4) (Arora y cols, 2006),
receptores de leptina (LepR) (Blevins y cols, 2009) y receptores ce insulina
(IR), (Valassi y cols, 2008; Sanchez-Lasheras y cols, 2009), entre otros.

Es importante destacar que el hipotalamo, ademas de recibir estimulos
aferentes de otras areas del sistema nervioso central (vagales vy
catecolaminérgicas) (Valassi y cols, 2008; Kageyama Yy cols, 2010), también
integra sefiales hormonales metabdlicas endogenas (Valassi y cols, 2008).
Tales sefales, como son, la insulina, la leptina, el péptido similar al glucagén
(GLP), los glucocorticoides, asi como estimulos hormonales gastrointestinales
(grelina, péptido YY y colecistoquinina) completan el mecanismo de regulacion
de la ingesta y el gasto energético (Naslund y cols, 2007; Valassi y cols, 2008;
Schwartz, 2010).

En el presente estudio, se analizaron concretamente los principales
neuropéptidos implicados en & regulacion de la ingesta, el NPY, por la via
orexigénica y el POMC, por la via anorexigénica, como se muestra en la figura

2. Sin embargo, diversos estudios realizados, han descrito un nimero elevado



Capitulo 1. Introduccién

tanto de neuropéptidos orexigénicos como anorexigénicos implicados en la
neurorregulacion de la ingesta del alimento, los cuales se mencionan en la
tabla 1. También se estudiaron los receptores de Leptina (LepR), asi como el
de insulina (IR) y los sustratos del receptor de insulina (IRS-1 y 2). A
continuacion se describe con detalle sus funciones en la regulacion de la

ingesta y el balance energético.

2= 4
o _,.:), | ‘_:

N NPV

' \ Vias catabdlicas (+)
\ Ny “' LHA 2
\ A \j' ~ Respuesta a las @

seiiales de saciedad {/“3;;-- s

: ‘A/ffqi == ! ---.H \':"."'.
NPY  agrc Vias anabélicas ( - ) -

POMC

Figura 2 Se muestran los nicleos hipotaldmicos interconectados por redes neuronales. Los
circuitos originados en esta area cerebral tienen un papel especializado en la homeostasis

energética. Imagen modificada de Swartz 2000.

1.2.1.1 Neuropéptido Y (NPY)

Péptido orexigénico, que se caracteriza por ser el factor clave de la via
anabolica efectora. En la figura 2, se detalla el mecanismo de accion del
neuropéptido en la regulacién de la ingesta del apetito. EI NPY se sintetiza en
los cuerpos celulares del nudcleo arcuato del hipotdlamo y es transportado
axonalmente al ndcleo paraventricular donde se encuentra en concentraciones
elevadas (Sato y cols, 2010; Chee y cols, 2010).

El NPY, también es secretado por la glandula suprarrenal y el sistema
nervioso simpéatico, aunque como no cruza la barrera hematoencefalica (Sato y
cols, 2010), no se le relaciona con el control de la ingesta a nivel central, sino
que esta relacionado con otras funciones (Blevins y cols, 2009; Kaczynska y
cols, 2010).
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Estudios previos realizados en ratas, mostraron que la inyeccién de
NPY, a nivel hipotalamico, estimula la ingesta produciendo hiperinsulinemia y
resistencia periférica a la insulina (Arora y cols, 2006; Chee y cols, 2010).
Asimismo, disminuye el gasto de energia e induce simultaneamente la sintesis
de enzimas lipogénicas, tanto en el higado como en el tejido adiposo blanco
(Blevins y cols, 2009; Chee y cols, 2010). Por otra parte, el ARNm para el NPY
se sobre expresa en el hipotdlamo de ratones obesos ob/ob (ratones con
mutacion en el gen de la leptina, que hace que carezcan de dicha hormona) y
en ratones en ayuno (Beck y cols, 2000). Estudios realizados con anterioridad,
demuestran que la deficiencia de NPY es capaz de revertir la obesidad y la
sobrealimentacion en los ratones ob/ob (Naveilhan y cols, 2002).

El NPY expresa receptores de insulina y leptina (Schwartz y cols, 2000),
gque al unirse con sus respectivos ligandos, generaria una respuesta
orexigénica, ya que, la union de las hormonas insulina como leptina, inhibirian

la actividad del NPY inhibiendo asi el apetito (Figura 3).

Receptores de NPY

| Alimentos ingeridos\ Gasto energético

\ Receptoregl
e, WC3, MCY
N .

I {,- -

Aumento de laingesta

Disminucion de la ingesta

LepR *ﬂtgr'"" ! L ) .
Npy » NUCLEO ARCUATO

J{ Fome/

» 2. Cant § ' LepR
IR k& < o

Figura 3. Esquema general, de los principales neuropéptidos y receptores especificos
involucrados en el control de la ingesta y el balance energético. Figura modificada de Schwartz
y Morton, 2001.

El NPY, ademas es activado por las sefiales originadas por la deplecion

de los depdsitos de grasa corporal, como ocurre en el ayuno o en la diabetes
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mellitus no controlada y en aquellas otras circunstancias que se asocian a
pérdida de peso debido a las que se pierde el mecanismo de retroalimentacion
negativa ejercida por la insulina y la leptina a nivel hipotalamico (Valassi y cols,
2008; Beck y cols, 2008). Es por ello que la expresion del gen NPY aumentaria
en las neuronas del nacleo ARC y su secrecion sobre el NPV, aumentando con
ello el apetito para intentar recuperar el peso corporal (Riley y cols, 2009). Este
efecto se explicaria en base a cambios en la expresion de los genes que
codifican los receptores hipotalamicos para leptina e insulina que estan

presentes en este tejido (Cowley y cols, 2001).

1.2.1.2 Proopiomelanocortina (POMC)

El neuropéptido anorexigénico POMC tiene una distribucién limitada, con
solo dos poblaciones neuronales descritas, en el ndcleo arcuato y en el tracto
solitario (Mountjoy y cols, 2010). Al igual que el NPY, la POMC se sintetiza en
los cuerpos celulares del nucleo arcuato del hipotalamo y es transportado
axonalmente al nucleo paraventricular (Figura 2). (Ko y Takahashi, 2006; Sato y
cols, 2010; Chee y cols, 2010).

Estudios realizados en hipotalamo de rata, demuestran a@mo, una vez
que la leptina se une a su receptor especifico en estas neuronas, se produce la
activacion del gen que codifica para POMC, desencadenando la generacion de
la hormona adrenocroticotropa (ACTH) y R-lipotrofina (Mountjoy y cols, 2010).
La R-lipotrofina se transforma en glipotrofina, R-endorfina y la hormona
estimuladora de melanocitos beta (3 -MSH); mientras que la ACTH se
transforma en hormona estimuladora de melanocitos-alfa (a-MSH).

Todos estos péptidos generados por el gen de la POMC, se ven
involucrados en la regulacion del apetito, actuando directamente en la via
anorexigénica (Kim y cols, 2000; Mountjoy y cols, 2010). La sintesis neuronal
de estos péptidos aumenta en respuesta a las sefiales de incremento del grado
de adiposidad que llegan al cerebro (Sanchez-Lasheras y cols, 2010). Los
agonistas de la accién de la a-MSH, suprimen la ingesta mientras que sus
antagonistas sintéticos causan el efecto opuesto (Williams y cols, 2000; Valassi

y cols, 2008; Sanchez-Lasheras y cols, 2010).
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Las neuronas de la POMC poseen receptores de insulina vy leptina

(Schwartz y cols, 2000), que al unirse con sus respectivos ligandos, generan

una respuesta anorexigénica (Figura 3).

Tabla 1. Otros neuropéptidos y receptores especificos involucrados en el control de la ingesta y

el balance energético.

Neuropéptidos implicados en la regulacion del apetito

Neuropétido

Aminoécidos

Sintetizado

Funcién

Activacion

Antagonista de los receptores de
melanocortina (MC3 y MC4)

Activado por POMC.
Aumenta la activacion
neuronal AgrP/NPY,

anfetamina (CART)

la ingesta de nutrientes y al
mantenimiento del peso corporal

Péptido NGcleo arcuato del aumentando la expresion
relacionada 132 hipotalamo (ARC) |Produce hiperfagia, hiperglicemia, de mRNA también.
Agouti (Agr-P) insulina-resistente. Es Inhibido por la leptina.
Concentraciones altas en obesos | (Aroray cols, 2006;
Hannibal y cols, 2006;
Lopaschuk y cols, 2010)
En ayuno, su expresion
o Hormona Zona del Precursor de prohormona disminuye en prescencia
Orexigénicos Concentradora de 19 hinotélamo lateral concentradora de melanina de leptina. (Jovanovic y
Melanina (MCH) Ipotaiamo fatera (PMCH) cols, 2010;Kalra y cols,
2010)
Estimula la secrecion de CHR y lE” la dianinuCJ()r;de Ia|
. NPY eptina y cuando hay alto
Galanina 29 Nl_mle? arcuato del contenido de grasas.
hipotalamo (ARC) (Arora y cols, 2006;
Aumenta la ingesta de lipidos. y ! !
Lopaschuk y cols, 2010)
Inhibidas por la leptina
. . . mediante receptores),
Zona del Estimula la ingesta de comida, (ctiv d rlp hr I?n
Orexinas 0-A330-B28 L ade retardando  las sefiales de |actvadasporiaghreliny
hipotalamo lateral saciedad por la hipoglucemia.
(Hannibal y cols, 2006;
Kalra y cols, 2010)
Disminuye el apetito, Inhibiendo el
control del apetito, disminuyendo
el peso corporal.
Estimula la secresion de
Hormonas Neuronas del |!mplicada en la anorexia asociada|ACTH.
liberadoras de nicleo a insuficiencia adrenal Su expresion aumenta
corticotropina 4a paraventricular por accigon de laleptinay
la insulina. (Arora y cols,
(CRH) (NPV) Descenso en la intensidad de la |2006; Sanchez-Lasheras
sefial de CRH, incrementa la |y cols, 2010)
accion de los glucocorticoides,
Anorexigénicos llevanod a un aymento de peso,
provocando obesidad.
Se ha observado un
incremento de su sintesis
T . Control de la homeostasis de la |neuronal en respuesta a
ranscriptasa ingesta, Supresor del apetito Jun aumento de sefiales
relacionada con la i ( . T N
. No ha ?Ido Ngcleg arcuato del Contribuyendo a la regulacion de |del adipocito en el cerebro
cocaina- caracterizado hipotalamo (ARC)

principalmente en nicleo
arcuato. (Arora y cols,
2006; Lopaschuk y cols,
2010)
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1.2.1.3 Péptido-liberador de la prolactina (PrRP)

El gen que codifica para el PrRP, identificado en 1998, se localiza
principalmente en el bulbo raquideo y en el hipotalamo (nucleos dorsomedial y
paraventricular; implicados ambos en la regulacion del apetito), donde ademas
se expresan los receptores a través de los cuales el péptido ejerce sus efectos
(Ibata y cols, 2000; Takayanagi y cols, 2008). Los efectos del PrRP son
multiples, entre los que destacan el aumento de la secrecién de prolactina
(Seal y cols, 2000; Samson y cols, 2000), gonadotropinas, testosterona (Seal y
cols, 2000), ACTH y oxitocina (Samson y cols, 1998; Matsumoto y cols, 2000;).

El PrRP se ha relacionado con la regulacién del apetito, siendo uno de
los péptidos anorexigénicos descritos mas recientemente (Lawrence y cols,
2002; Onaka y cols, 2010). Parece que sus efectos sobre el apetito estan
mediados por los cambios en los niveles circulantes de leptina (Ellacott y cols,
2002), asi como también por su implicaciébn en la regulacion de algunos
neuropéptidos anorexigénicos, como la a-MSH y la neurotensina; ya que se ha
demostrado que la administracion de PrRP incrementa la sintesis y secrecion
de dichos neuropéptidos, provocando una disminucién en la ingesta (Lawrence
y cols 2000).

Estudios previos, muestran que la administracién periférica de
colecistoquinina (CCK) (hormona periférica que induce a la reduccion de la
ingesta alimenticia) provoca un aumento en la expresion de PrRP (Takayanagi
y cols, 2008), por lo que se establece que el PrRP, se suma a la red de sefales
involucradas en la regulacion del apetito con efecto anorexigénico, tanto a nivel
central (Onaka y cols, 2010), como a nivel periférico (Lawrence y cols, 2002).
Sin embargo, existen trabajos que muestran un efecto contrario del PrRP,
donde se sugiere un posible efecto inhibidor sobre la secrecion de CART, que
es un péptido anorexigénico y por tanto aumentaria el apetito Seal y cols,
2000; Lawrence y cols, 2002).

1.2.1.4 Receptor de leptina (LepR)

El receptor de leptina (LepR) es una proteina de membrana homéloga al

receptor de la familia de las citoquinas, identificado en 1995 por Tartaglia y
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colaboradores. Tartaglia y cols, mostraron la existencia de este receptor en los
plexos coroideos de raton (Tartaglia 'y cols, 1997).

Se ha demostrado que las formas largas del receptor, predominan en el
hipotalamo, mientas que las formas cortas se encuentran mayoritariamente en
tejidos periféricos (Leshan y cols, 2006). Estos ultimos se relacionan con el
transporte de la leptina, asi como también, con la regulacién del sistema
inmune (Tartaglia y cols, 1997).

A nivel central, el LepR, se encuentra en los plexos coroideos,
hipocampo, cerebelo, corteza cerebral (Myers y cols, 2009; Ring y Zeltser,
2010), y en regiones hipotalamicas, tales como el ndcleo arcuato (Leinninger y
cols, 2009), en el nacleo paraventricular y ventromedial, (Leshan y cols, 2006;
Myers y cols, 2009; Ring y, Zeltser, 2010). En cuanto a los tejidos periféricos se
encuentra en pancreas (Tuduri y cols, 2009), corteza adrenal (Malendowicz y
cols, 2007), tejido adiposo y tracto gastrointestinal (Anubhuti y cols, 2008),
entre otros.

Mutaciones especificas en el gen del receptor de leptina se asocian con
obesidad ya que codificarian un receptor mutado que aunque uniese la
hormona (dependiendo de la mutacion) no se produciria la sefial intracelular
(Mammes y cols, 2001). Sin embargo, hay que sefialar la existencia de datos
discordantes que muestran efectos opuestos (Yiannakouris y cols, 2001;
Wauters y cols, 2001).

1.2.1.5 Receptor de Insulina (IR) y los sustratos del receptor de insulina
(IRS-1 e IRS-2)

El receptor de insulina es una proteina alostérica que posee 2
subunidades alfa que se encargan de ejercer un efecto regulador de la
actividad enziméatica de este receptor y 2 subunidades beta que conforman la
actividad enzimatica del mismo (Thirone y cols, 2006). Los receptores de
insulina se encuentran expresados ampliamente, en neuronas de areas
hipotalamicas involucradas en la regulacién del control y balance de la ingesta
(Porte y cols, 2005). La union de la insulina a sus receptores, reduce la ingesta
y el peso corporal provocando un efecto anorexigénico (Porte y cols, 2005). Asi

como la leptina, la insulina, ha demostrado afectar a la expresién de otros
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neuropéptidos reguladores de la homeostasis energética en el hipotalamo
(Valassiy cols, 2008).

La insulina inicia una serie de efectos metabdlicos al unirse a sus
receptores y activar a la tirosina quinasa intrinseca. Este hecho lleva a la
fosforilacion de una variedad de proteinas de acoplamiento que incluyen al
sustrato del receptor de insulina (IRS) (Porte y cols, 2005; Plum y cols, 2006).
Las proteinas IRS fosforiladas ejercen su funcion como proteinas de
acoplamiento para varias moléculas efectoras. La activacion de estas ultimas,
inicia cascadas de sefalizacibn que conducen a la activacion de mudltiples
efectores, transmitiendo asi, la sefial de insulina a una serie de vias
intracelulares que regulan la diferenciacién celular, el crecimiento, el ciclo vital y
el metabolismo energético (Plum y cols, 2006).

Debido a su papel en la sefializacion de la insulina, los IRS-1 y 2, han
sido considerados péptidos primarios involucrados en el inicio y desarrollo de
trastornos metabolicos, como la diabetes tipo 2 y la obesidad (Capeau y cols,
2005).

Estudios realizados en ratones transgénicos, han demostrado que
muchas de las respuestas a la insulina, especialmente las que se encuentran
asociadas al metabolismo energético y al crecimiento, son mediadas por IRS-1
e IRS-2 (Kido y cols, 2000). Concretamente, IRS-1 parece mediar
principalmente los efectos tréficos de la insulina, mientras que IRS-2 esta mas
involucrado con los efectos metabdlicos de la hormona. En ratones con
deplecion de IRS-2 en células beta del pancreas y en areas cerebrales que
incluyen el hipotdlamo, incrementa el apetito (Choudhury y cols, 2005). Cuando
se disminuye la expresion de IRS-1, los individuos presentan un riesgo alto de

desarrollar diabetes tipo 2 (Capeau y cols, 2005; Choi y cols, 2010).

1.2.2 Regulacion periférica del apetito

Los metabolitos procedentes de carbohidratos, proteinas y grasas
pueden actuar modulando la ingesta alimentaria. La glucosa, es el metabolito
energético mas importante en el SNC.

Parece evidente asumir que puede actuar directamente a través de
receptores especificos por diferentes mecanismos como los niveles de

insulinemia o el tamafio de las reservas de glucdégeno (eoria glucostatica)
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(Chaput y cols, 2009). Igualmente, existen receptores en el SNC regulados por
los niveles circulantes de metabolitos procedentes de la grasa como los acidos
grasos, glicerol y 3-hidroxibutirato feoria lipostatica) (Salinas y cols, 2005).
Historicamente, el control de la ingesta a corto plazo ha sido basado en la
teoria glucostatica, mientras que la teoria lipostatica estaria implicada en el
control de peso a largo plazo (Jiménez y cols, 2001). Sin embargo, diversos
estudios realizados, han descrito un numero elevado de hormonas metabdlicas,
implicadas en el control del balance energético (Tabla 2). Dichas hormonas
acttan a nivel central, provocando efectos en la via orexigénica o
anorexigénica, segun su procedencia.

En el presente trabajo, se estudiaron las hormonas insulina, leptina y
adiponectina. A continuacién se describe con detalle sus funciones en la

regulacién de la ingesta y el balance energético.

1.2.2.1 Insulina

La insulina es una hormona sintetizada y secretada por el pancreas yes
transportada al cerebro por el sistema cardiovascular donde activa las vias
neuronales anorexigénicas, provocando una reduccion en la ingesta de
alimentos. Tanto los niveles plasméticos de la insulina como los de la leptina
pasan al sistema nervioso central, en proporcion a sus niveles plasmaticos. Los
receptores de la insulina, se expresan en neuronas de primer orden (NPY/
AgRP y POMC/CART) de éareas cerebrales involucradas en la regulacion y el
control de la ingesta y del balance energético del organismo (Figura 4). La
administracion de esta hormona en ratas, provoca un efecto anorexigénico,
reduciendo la ingesta de alimentos, mientras que la deficiencia de dicha

hormona, produce el efecto contrario (Sanchez-Lasheras y cols, 2009).

1.2.2.2 Leptina

Esta hormona es sintetizada y secretada por el adipocito en proporcién
al contenido de grasa corporal, asi como la expresion de mMRNA es
proporcional al volumen del adipocito. La leptina, al igual que la insulina, al
unirse a su receptor a nivel hipotalamico, activa neuronas hipotalamicas

provocando un efecto anorexigénico, reduciendo la ingesta de comida e
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incrementando el gasto de energia (Figura 4). Esto lleva como resultado a la
reduccion de tejido graso, asi como a una normalizacién del depoésito de
glucosa sensible a insulina. Estudios hechos en ratas diabéticas indican que la
deficiencia de leptina produce hiperfagia, siendo uno de los factores claves a
nivel periférico en la induccion de obesidad (Suzuki y cols, 2010). La leptina
influye en multiples sistemas neuroendocrinos a través de un receptor (LepR),
gue activa una respuesta en cascada de JAK-STAT, afectando tanto a la
sintesis de péptidos anorexigénicos, como de orexigénicos (Jovanovic y cols,
2010). La leptina contribuye a la homeostasis energética, en parte por
disminucion del mRNA del NPY, ya que la unidbn a su receptor en estas
neuronas, bloquea la via orexigénica, provocando asi una inhibicién del apetito
(Kalra y cols, 2010). Estudios recientes muestran que la leptina actda también a
través de otros mecanismos independientes del NPY (Kalra y cols, 2008; Hill y
cols, 2010).
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Figura 4. Se muestran los principales 6rganos involucrados en la regulacién de la ingesta

alimenticia, las lineas continuas indican la activaciéon de las vias orexigénicas, mientras que las
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lineas discontinuas, muestran la activacién de ks vias anorexigénicas, Figura modificada de
Arora 2008.

1.2.2.3 Adiponectina

Hormona sintetizada y secretada a la circulacién por los adipocitos
(Duvnjak y cols, 2009; Matsuzawa y cols, 2010). Sus funciones principales son:
estimular la oxidacion de acidos grados, disminuir los niveles plasmaticos de
triglicéridos (Sumarac-Dumanovic y cols, 2009) y mejorar el metabolismo de la
glucosa al aumentar la sensibilidad a la insulina Matsuzawa y cols, 2010;
Fischer y cols, 2010). La adiponectina también esta involucrada en el control
del balance energético, siendo una sefial de adiposidad, al igual que la leptina.
Estudios realizados en ratas, muestran que receptores especificos, se
expresan en neuronas de NPY y POMC, en el nacleo arcuato (Guillod-Maximin
y cols, 2009). La adiponectina, se une a través de dichos receptores, a la red
del sistema neuronal en el hipotdlamo (Yamauchi y cols, 2003, 2007),
influyendo en el balance del control de la ingesta (Figura 4) (Guillod-Maximin y
cols, 2009). El tratamiento con adiponectina, a nivel central, en hipotalamo de
rata, induce la activacion de la proteina quinasa dependiente de AMP ciclico
(AMPK) (Fischer y cols, 2010). Estudios ealizados por el grupo de Guillod-
Maxmin, refuerzan también el papel que desempefia la hormona en el control

del la ingesta y el balance energético.
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Tabla 2. Principales hormonas, involucradas en el control de la ingesta.

Hormonas involucrada en la regulacion del apetito

Orexigénicos

Péptido Aminoéacidos Sintetizado Funcién Activaciéon
Efecto en el SNC .
Secretado por las Regulacién de la hormona Se incrementan los
células oxinticas del |adenocorticotropa (ACTH) y niveles en el ayuno.
estbmago, y en prolactina. Aumenta el apetito y la
Grelina 28 menos proporciéon |Regulacién de metabolismo ingestion de alimentos.
por intestino, lipidico, glucosa, secrecion acida |(Schwartz y cols, 2009;
pancreas, rifion, y motilidad géstrica. Sumarac-Dumanovic y
placenta. Regulacién de la funcion cardiaca |cols, 2009)
y reproduccion.
Inhibe la liberacion del NPY
) » Sesltlmug’aoergc.iuccmn de fragmento Activag!o principalmernte
Porcion distal del L por la ingesta de grasas .
P tracto digestivo, en Posee afinidad por los receptores PYY suprime la
Péptido YY (PYY) 36 ’ AGRP.

las células L del
intestino.

Reduce el hambre y el consumo

produccién de grelina
(Valassi y cols, 2007;

de alimentos. ;
Blevins y cols, 2009).
Involucrado en el control y )
glucémico.
resen n multiples form. . .
:celi\‘jaesse tae ultiples formas Activado principalmernte
Colecistokinina Tracto ) por la ingesta de grasas.

(CCK)

Variable (4-8)

grastrointestinal

Inhibe el vaciado gastrico.
Posse un papel importante en el
control del tamafio de la ingesta.

(Sumarac-Dumanovic y
cols, 2010)

Anorexigenicos

Péptido similar al
glucagén (GLP-1)

Variable (36-37)

Células L del
intestino

Aumenta la secrecion de insulina
y suprime la secreciéon del
glucagén Incrementa la masa de
las células beta y la expresion del
gen de la insulina

Suprime la ingesta de alimento

Aumenta la ingesta de
alimentos (carbohidratos,
proténas y lipidos)
(Valassi y cols, 2007;
Schwartz y cols, 2009; )

1.3 Obesidad

1.3.1 Aspectos generales

La obesidad es una patologia de creciente importancia, dado que se ha

convertido en epidemia de nuestro tiempo y por tanto, en un problema sanitario

de primera magnitud. Segun estimaciones actuales, en un futuro inmediato mas

de un 30% de la poblacion total de los paises desarrollados seran obesos

(Young y cols, 2010). La OMS calcula que en 2015 habra aproximadamente
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2300 millones de adultos con sobrepeso y mas de 700 millones con obesidad
(OMS, 2009), por lo que en estos momentos la obesidad, es considerada como
el problema principal relacionado con alteraciones en la alimentacion,
desplazando a la anorexia nerviosa y a la bulimia (Salihu y cols, 2009).

La obesidad es definida como el almacenamiento de energia en forma
de grasa en el tejido adiposo, que no guarda una proporcion con el depdsito
proteico ni de carbohidratos siendo el resultado de un desequilibrio entre la
ingesta y el gasto energético (Hajer y cols, 2008), La obesidad, es una
enfermedad multifactorial, en la que se producen alteraciones en una gran
variedad de hormonas metabdlicas y neuropéptidos centrales implicados en la
regulacién de la ingesta y en el balance energético (Kalra y cols, 2010).

La obesidad se explica, al menos en parte, por cambios en la ingesta de
alimentos o por un descenso en el gasto energético (Lopaschuk y cols, 2010),
asi como también, se ha relacionado con un gran nimero de patologias, tales
como dislipidemia, diabetes de tipo 2, resistencia a la insulina, intolerancia a la
glucosa, hiperinsulinemia, hipertension, enfermedades cardiovasculares,
calculos billares, colecistitis, gota, osteoartritis, apnea obstructiva del suefio y
otros problemas respiratorios, asi como con algunos tipos de cancer (Arora 'y
cols, 2006; Agrawal y cols, 2010; Park y cols, 2010).

1.3.2 Modelos animales de obesidad

Actualmente, existen diversos modelos experimentales para el desarrollo
de obesidad en animales de experimentacion, principalmente mediante
modificacion genética o por administracion de dietas modificadas. El raton
Agouti (Avy/a) es el modelo de obesidad de tipo genético mas descrito (Dolinoy
y cols, 2008). En este modelo genético de obesidad, los animales son
portadores del alelo obeso 1 (AVY) con insuficiencia en la mutilacién del alelo
Avy, con el consiguiente desarrollo de obesidad derivada por el bloqueo de las
sefales de saciedad moduladas por la insulina y leptina a nivel hipotalamico.

El segundo modelo de obesidad genético mas descrito, es el de ka rata
Zucker (fa/fa) o ZDF (Zucker Diabetic Fatty Rat), aludiendo a su caracteristico
fenotipo obeso, fue publicada por el grupo de Zucker en 1961 (Zucker y cols,

1961). Se caracteriza por la presencia de una mutacion “fatty” (fa), tal que los
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animales homocigotos para el alelo fa (receptor de la leptina que no
desempeiia su funcion), son obesos desde edades tempranas de vida
(semanas 3 y 5 de vida). Para la semana 14, su composicion corporal consta
de mas de un 40% de lipidos (Zucker y cols, 1961).

Sin embargo, a la hora de decidir el modelo a utilizar por este
experimento en particular, nos hemos decantado por el uso de una dieta
modificada, concretamente hemos administrado una dieta hipergrasa (35% de
contenido en grasa), que supone un elevado porcentaje de ingesta de lipidos,
frente al resto de macronutrientes. Consideramos que este modelo de
desarrollo de obesidad, ya descrito anteriormente por el grupo (Cano y cols,
2008), se ajusta mas a la realidad del desarrollo de obesidad en nuestra
sociedad, como es el consumo excesivo de grasas frente a otros
macronutrientes, obviando algunos de los inconvenientes generados por el

consumo de una dieta de cafeteria.

1.4 Ritmos bioldgicos

Los ritmos biolégicos se definen como la repeticion de eventos y/o
fendmenos a intervalos regulares o periodos de tiempo (Cermakian y cols,
2009). Esta periodicidad o ritmicidad biologica estd asociada a las variaciones
ambientales periddicas sobre la tierra, conocidas como ciclos geofisicos
(Garcia Fernandez y cols, 1998; Cardinali y Cols, 2007). Los cambios anuales
0 estacionales y la duracién del dia, son consecuencia de la traslacion de la
tierra respecto al plano de h érbita (Cardinali y Cols, 2007; Haffen, 2009).
Todos los organismos vivos presentan una conducta ritmica en sus funciones
fisiolégicas y bioquimicas. Esta ritmicidad puede adoptar diferentes periodos o

ritmos, dependiendo del cambio ambiental al que se ajuste.

1.4.1 Ritmo circadiano

Son oscilaciones de las variables biologicas a intervalos regulares de
tiempo, que se repiten cada 24 horas (Halberg, 1995) Estas oscilaciones
diarias de procesos bioldgicos estan reguladas, tato por el reloj endégeno o
marcapasos central, situado en el nucleo supraquiasméatico del hipotalamo

(NSQ), como por osciladores secundarios en los tejidos periféricos. (Schulz y
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cols, 2009). Los genes del reloj y las proteinas producidas por dichos genes,
constituyen los componentes moleculares del oscilador endégeno que, por
retroalimentacion positiva o negativa generan esos ritmos. En el mecanismo
circadiano, estan incluidos la retina, la glandula pineal (que es un oscilador
diario, productor de melatonina) y el nucleo supraquiasmatico (NSQ), que se
localiza en el hipotalamo anterior (Schibler 2007; Schulz y cols, 2009).

Los componentes del ritmo circadiano se analizan mediante una funcién
sinusoidal, se detallan en la figura 5 (Cardinali and cols, 1998; Garcia
Fernandezy cols 1998):

Periodo, es el intervalo de tiempo entre dos puntos iguales del ritmo, es
decir, la duracion de un ciclo completo.

Valor medio o mesor, es la media aritmética de todos los valores obte nidos
dentro de un ciclo. Valor alrededor del que oscila la variable.

Amplitud, es la diferencia entre el valor maximo y el valor medio de una
oscilacion, durante el periodo.

La fase, es el valor de una variable en un momento dado. Para caracterizar
la fase normalmente se determina la acrofase o el momento en el que la
variable alcanza el valor maximo, describiendo la relacion entre dos 0 mas
ritmos. La representacion de las acrofases del ritmo se denomina mapa de
fases e indica la relacion temporal entre los distintos procesos fisiolégicos,

apareciendo con una secuencia caracteristica dentro de un ciclo.

| Aceofase

Mlasor

Tiempo (horas)

Figura 5. Parametros que definen un ritmo. La duracién del ciclo completo (periodo) es

aproximadamente de 24 h. La amplitud, una medida del grado de variacién dentro de un ciclo,
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es la diferencia entre el valor maximo y el valor medio, o mesor. Modificada de Daniel P.
Cardinali y cols, 1998.

1.4.2 Fisiologia del ritmo circadiano

El nucleo supraquiasmatico en el hipotdlamo es el encargado de regular
los mecanismos ritmicos que regulan los procesos fisioldgicos (Yan y cols,
2009; Dibner y cols, 2010). Este nucleo posee redes mdltiples con el resto del
sistema nervioso central. Gracias a esta comunicacion neuronal, el ndcleo
supraquiasmatico ejerce la funcion sincronizadora del organismo (Liu y cols,
2007). Los niveles circulantes de las hormonas cronobiéticas y metabdlicas
llegan al ndcleo supraquiasmatico por via sanguinea y ello le permite
reaccionar espontdneamente a dichos cambios hormonales por lo que se
establece un mecanismo de retroalimentacion de doble via (Figura 6). Ademas,
el ndcleo supraquiasmatico reacciona a los cambios medioambientales
ajustando las variaciones hormonales, que modulan el mecanismo de

homeostasis (Dibner y cols, 2010).

retino-hipotalamica \

I]I]I:> o T Gandula Pineal
S,
<m

Nucleo supraquiasnético

Proyeccién Proyeccion
simpética endécrina
Tejido adiposo

Figura 6. Se muestran los principales componentes del ciclo circadiano.

X] Conexion T ) o

Estomago

Estos mecanismos homeostaticos, se llevan acabo cuando el hipotdlamo

recibe aferencias desde la retina, que es el 6érgano que transforma la luz solar
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en sefiales neuroquimicas mediante células fotosensibles (Berson y cols,
2007). El impulso generado, es transmitido a través del nervio Optico hasta el
ndcleo supraquiasméatico a través del tracto retino-hipotalamico. Al recibir el
estimulo, las células del nucleo supraquiasmatico expresan ciertas proteinas de
membrana de forma transitoria. Esto afecta el umbral eléctrico de activacion
neuronal, favoreciendo asi, una maxima frecuencia de descarga al mediodia,
con una disminucidon a medianoche (Schulz y cols, 2009). Esta informacion,
junto con las aferencias que parten desde otros centros nerviosos, como los
nacleos del Raffe y la lamina intergeniculada del tdlamo (informacion no fética)
es integrada en el NSQ, del que parten sefales hacia otras regiones cerebrales
y 6rganos periféricos para modular otros ritmos circadianos.

Otras sefales como la temperatura o la intensidad de los campos
magnéticos que operan en el lugar que viven los organismos de estudio,
también modulan la actividad del nucleo supraquiasmatico Korkmaz y cols,
2009; Bonnefont y cols, 2010). Recientemente se ha demostrado que los
horarios y la cantidad y calidad de la comida ingerida, también forman parte de
las sefiales externas que modifican la actividad del NSQ (Martinez-Soriano y
cols, 2002; Webb y cols, 2009; Verwey y cols, 2009; Escobar y cols, 2009).

1.4.3 Regulacion circadiana del metabolismo

Varios procesos metabdlicos importantes, tales @mo el comportamiento
alimenticio y el metabolismo de lipidos, muestran un patrén circadiano (Kaasiky
y cols, 2004; Chacon y cols, 2005; van der Steen y cols, 2006; Bechtold y cols,
2008; Cano y cols, 2009; Rios-Lugo, 2010). Ello se basa en el comportamiento
ritmico de algunos genes involucrados en la lipogénesis, el catabolismo de
lipidos y la gluconeogénesis (Schibler y cols, 2007; Lopaschuk y cols, 2010).
Los mecanismos reguladores de los ritmos del reloj endégeno se ven afectados
directamente por las sefiales periféricas reguladoras del metabolismo
energético procedentes del tejido graso, estbmago y/o pancreas, debido a la
modificacion en los patrones alimenticios (Arora y cols, 2006; Bechtold, 2008).
De hecho, se han relacionado genes del reloj como el Rewv-erb o el Rora, con la
lipogénesis, el catabolismo de lipidos y/o la gluconeogénesis, asi como con la

secrecion de leptina e insulina (Duez y cols, 2008).
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Cambios en los patrones alimenticios, producen alteraciones en la
secrecion de neuropéptidos centrales, implicados en la regulacion de la ingesta
de alimentos (neuropéptidos NPY, AgRP, POMC y CART) (Arora y cols, 2006;
Valassi y cols, 2008; Neary y cols, 2009). Estudios realizados en ratones
mutantes con deplecion de uno de los genes del reloj (CLOCK), a los que se
les suministr0 una dieta hipergrasa, presentaron hiperfagia, hiperlipidemia,
hiperglucemia y obesidad. Caracteristicas asociadas al sindrome metabdlico
(Turek y cols, 2005; Challet y cols, 2009).

De este manera, la implicacién del reloj biolégico en el metabolismo
energético y el control del apetito, demuestra que la alteracion de los
mecanismos temporales dependientes del reloj central y de los relojes
periféricos, ejercen un papel fundamental en el desencadenante de
enfermedades como la obesidad (Kaneko y cols, 2009). Por lo tanto, la
reparacion o la compensacién del mecanismo de homeostasis en los ritmos
circadianos, podria desempefiar un papel importante en el desarrollo de
terapias (Xie y cols, 2009), que prevengan la evolucion de la obesidad a
estadios tan graves que requieran cirugia o que muestren enfermedades
asociadas importantes.

En nuestro laboratorio se ha desarrollado un modelo experimental de
obesidad, en ratas macho adultas de la cepa Wistar mediante la
administracion, durante 11 semanas, de una dieta comercial con un 35% de
grasa, que proporciona un componente energético mayoritario en lipidos. Ello,
produce en estos animales, una alteracibn marcada en los mecanismos
secretores circadianos de hormonas hipofisarias como la prolactina, LH y TSH
(Cano y cols, 2008). Mas aun, se observd una alteracion en la expresion del
gen de prolactina en animales obesos (Cano y cols, 2010), que seria
responsable en parte, de los efectos mostrados por esta hormona sobre el
metabolismo de los lipidos, ya que la hiperprolactinemia, se asocia con el
sobrepeso (Esquifino y cols, 1997). Estos resultados indican que los
mecanismos temporales circadianos alterados a nivel del eje hipotalamo-
hipofisario (NPY) o tejido adiposo (leptina y adiponectina) forman parte del

mecanismo de instauracion de la obesidad.
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1.4.4 Melatonina

La melatonina, es una hormona secretada principalmente por la glandula
pineal que regula el reloj enddgeno (Reiter y cols, 2010). No se almacena en el
lugar de sintesis y se secreta directamente tanto al liquido cefalorraquideo,
como al sistema cardiovascular (Ganguly y cols, 2002; Reiter y cols, 2010). Se
sintetiza, siguiendo un patrén circadiano con niveles circulantes mas elevados
durante la fase oscura del fotoperiodo y minimos durante la fase luminosa
(Vandewalle y cols, 2009), de tal forma que mantiene informado al individuo de
las variaciones luz/oscuridad (Challet y cols, 2007; Vandewalle y cols, 2009).
Ademas del ritmo diario secretor de esta hormona, aparecen cambios
estacionales y circa-anuales que la implican como un factor central en la
regulacion de los procesos ritmicos (Verwey y cols, 2009).

La sintesis de melatonina no es exclusiva de la glandula pineal, y es
también producida por las células de la retina, cuerpo ciliar, cerebro, médula
Osea, placenta, testiculos, ovarios y piel entre otros. Sin embargo, la
produccién extrapineal de la misma tiene una accién exclusivamente local.

La melatonina se secreta al torrente sanguineo y actla sobre receptores
MT1l y MT2 en diversos tejidos, lo que permite transmitir ritmicidad a
estructuras que se encuentran fuera de la barrera hematoencefélica (Jockers y
cols, 2008). De hecho, la melatonina modula los ritmos circadianos en
vertebrados inferiores y en mamiferos (Ko y cols, 2006; Reid y cols, 2009;
Dibner y cols, 2010; Mor y cols, 2010) a través de sus efectos sobre el reloj
circadiano central y a su mantenimiento en condiciones ambientales constantes
(Dibner y cols, 2010). Ademas, el ritmo anual de melatonina parece jugar un
papel determinante en el ajuste estacional de la reproduccién, asi como
también en la conducta, y peso corporal de algunos mamiferos (Turek y cols,
2005; Korkmaz y cols, 2009; Kaneko y cols, 2009). Esta hormona produce el
desencadenamiento de la capacidad reproductora y la maduracion gonadal,
produciendo efectos endocrinos, en el control del eje hipotalamo-hipofisis-
gonadal (Hannibal y cols, 2006; Tsutsui y cols, 2010).

Es importante destacar, que esta hormona se distribuye ampliamente,
mostrando una mayor afinidad por la propia pineal y por el hipotdlamo, asi

como por ciertos 6érganos endocrinos (ovarios, testiculos, corteza adrenal,
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tiroides, etc). Su vida media varia segun los autores entre 20-40 minutos

(Boutiny cols, 2005), lo que indica que es una hormona de accién rapida.

Aunque el hipotadlamo es probablemente el lugar primario donde la

melatonina ejerce su funcion cronobidtica en el reloj enddgeno central

(Bonnefont y cols, 2010) y en la actividad del sistema endocrinologico (Reiter y

cols, 2010), esta hormona también puede actuar periféricamente ejerciendo

funciones especificas (Tsutsui y cols, 2009; Revel y cols, 2009).

Algunos de los efectos mas importantes que se conocen de la

melatonina son:

a)

b)

Transductor neuroendocrino: integra sefiales neuronales procedentes de
la retina, dependientes de la duracion e intensidad de la iluminacion
ambiental y en respuesta sintetiza y libera al torrente circulatorio sefales
hormonales para la sincronizacion de numerosos ritmos circadianos
(Reiter y cols, 2009).

Efecto neuroprotector. Las acciones antioxidantes de la melatonina se
observan en diversos niveles, incluida la atenuacion de la formacion de
especies reactivas del oxigeno y del nitrdgeno por efectos
antiexcitatorios y antiinflamatorios. Esto no se restringe a la capacidad
del barrido de radicales libres de la melatonina, sino que existen efectos
de promocién de la actividad de enzimas antioxidantes y de disminucion
de la actividad de enzimas prooxidantes (Korkmaz y cols, 2009;
Jiménez-Ortega y cols, 2009). Ello ha permitido el desarrollo de estudios
gue muestran el efecto protector de la melatonina en situaciones
patofisiolégicas, como la exposicion a metales pesados (Lahiri y cols,
2004; Poliandri y cols, 2006; Radogna y cols, 2009), obesidad (Rios-
Lugo y cols, 2010), hiperglucemia y diabetes (Sartori y cols, 2009).
Efecto antiinflamatorio. La melatonina mejora la inflamacién bloqueando
los factores transcripcionales e inhibiendo la activacion transcripcional
de citoquinas proinflamatorias como pueden ser TNF-alfa y la
interleuquina IL-1 y también las enzimas inflamatorias COX-2 e INOS
(Rodriguez y cols, 2007; Chahbouni y cols, 2010). Se ha demostrado un

efecto antiestrés marcado (Khan y cols, 1990; Reiter y cols, 2009), ya
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gue normaliza la respuesta inmunolégica y opioide, alteradas en la
obesidad (Maestroni y cols, 1988; Cardinali y cols, 2008; Kalpakcioglu y
cols, 2009; Chahbouni y cols, 2010).

La obesidad es un problema multipotencial en el que intervienen
mecanismos de estrés oxidativo y alteraciones cronobioldgicas, como
mencionabamos con anterioridad (Korkmaz y cols, 2009; Escobar y cols, 2009;
Verwey y cols, 2009), por lo que los efectos descritos para la melatonina
sugieren su posible utilidad en los tratamientos de obesidad.
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Generalidades

Entre los modelos experimentales desarrollados recientemente para el
estudio de la obesidad, que se describen en la introduccién, el grupo ha elegido
inducirla mediante la administracion de una dieta comercial hipergrasa (dieta
estdndar con 35% de grasa) ya que de esta forma se asegura que la dieta
ingerida contenia siempre el mismo porcentaje tanto de contenido en
carbohidratos, proteinas y micronutrientes, valores que con una dieta de
cafeteria pueden variar mucho dependiendo del menud (Brandt y cols, 2010). La
mayor parte de la informacion de que se dispone, en los modelos de obesidad
descritos, es puntual, y por lo tanto, la informacion es incompleta, puesto que,
los parametros implicados en la regulacion de la ingesta siguen patrones
especificos de secrecion y/o concentracion circadiana (Cano y cols, 2009),
como son la leptina, grelina, insulina, glucosa, etc. (Cano y cols, 2008; 2009).

Hasta la fecha no existen tratamientos que resuelvan este problema. Se
estdn empleando, con cierto éxito, cirugias de alto riesgo (reduccion de
estdbmago, derivacion biliopancreatica...etc). Sin embargo, el andlisis post
cirugia de un grupo elevado de pacientes, indica que entre el 15% y el 20% de
ellos vuelven a engordar, por lo que se hace imprescindible encontrar los
mecanismos implicados en el desarrollo y mantenimiento de la obesidad, que
permitan desarrollar terapias alternativas.

Trabajos previos del grupo, anteriormente mencionados, demostraron
gue los ritmos circadianos de los parametros analizados, que incluyen
hormonas hipofisarias y hormonas metabdlicas (Cano y cols, 2008; Cano y
cols, 2009) estan modificados, indicando la existencia de alteraciones en los
mecanismos temporales del individuo. En este sentido, el grupo ha mostrado
gue la concentracion de melatonina en la pineal de animales obesos esta
marcadamente reducida con respecto a los valores obtenidos en animales
control (Cano y cols, 2009). Esta disminucion en la amplitud del ritmo podria
estar relacionada con una menor capacidad discriminativa de las dos fases del
fotoperiodo como ocurre en animales envejecidos (Esquifino y cols, 2007).
Teniendo en cuenta que la melatonina esta involucrada en el mecanismo de
informacion de las variaciones temporales externas e internas que llegan al

reloj endogeno, es de crucial importancia que se normalicen los niveles
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circulantes de melatonina, y alcancen valores similares a los del grupo control.
Por ello, la administracion de melatonina en los animales obesos podria
mejorar el ajuste temporal de sus funciones fisiolégicas y por tanto prevenir y/o
revertir las alteraciones del mecanismo cronobiolégico que modula el
metabolismo, que se observan en estados de obesidad. Ello redundaria en una

mejora de la calidad de vida de estos individuos.

2.1 Objetivo global

El objetivo global de este trabajo es analizar si la melatonina previene los
cambios cronobiologicos en los ritmos de hormonas metabdlicas y en el
mecanismo regulador de la ingesta, a nivel del hipotdlamo medio basal, de
ratas adultas alimentadas con una dieta hipergrasa, tratadas en paralelo con la

hormona pineal.

2.2 Objetivos especificos
El objetivo global puede desglosarse en los objetivos especificos siguientes:

a) Analizar si la administracion de 25 microgramos/mL de melatonina (en el
agua de bebida, durante nueve semanas) a ratas macho adultas,
alimentadas con una dieta de mantenimiento estandar, podria modificar
los ritmos circadianos de las hormonas metabdlicas y el mecanismo
regulador de la ingesta a nivel del hipotalamo medio basal.

b) Estudiar si la administracion de 25 microgramos/mL de melatonina (en el
agua de bebida durante once semanas) a ratas macho adultas,
alimentadas con una dieta hipergrasa, podria normalizar los ritmos
circadianos de las hormonas metabdlicas y el mecanismo regulador de
la ingesta a nivel del hipotalamo medio basal previamente alterados por

la dieta hipergrasa.

Para la consecucién de estos objetivos se desarrollan los disefios

experimentales que se describen a continuacion:
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2.2.1 Bloque I|: Efecto de un tratamiento con melatonina, durante 9
semanas, sobre el peso corporal, ingesta, concentracion plasmatica de
pardmetros metabdlicos y expresion génica relativa de neuropéptidos
hipotalamicos, implicados en el control de la ingesta, en ratas adultas

alimentadas con una dieta de mantenimiento estandar.

Objetivos

Analizar el peso corporal y la ingesta en ratas macho adultas
alimentadas con una dieta de mantenimiento estandar tratadas o no con 25
microgramos/mL de melatonina en el agua de bebida durante 9 semanas.

Estudiar las variaciones diarias de la concentracidbn sanguinea de
glucosa en ratas macho adultas alimentadas con una dieta de mantenimiento
estandar tratadas o no con 25 microgramos/mL de melatonina en el agua de
bebida, durante 9 semanas.

Estudiar los niveles plasmaticos de colesterol, triglicéridos y proteinas,
en ratas macho adultas alimentadas con una dieta de mantenimiento estandar
tratadas o no con 25 microgramos/mL de melatonina en el agua de bebida,
durante 9 semanas.

Estudiar los niveles plasmaticos de insulina, leptina y adiponectina, en
ratas macho adultas alimentadas con una dieta de mantenimiento estandar
tratadas o0 no con 25 microgramos/mL de melatonina en el agua de bebida,
durante 9 semanas.

Analizar la expresién génica relativa en funcion del tiempo de los
neuromoduladores POMC, NPY, receptor de leptina, IR, IRS-1, IRS-2, en el
hipotalamo medio basal en ratas macho adultas alimentadas con una dieta de
mantenimiento estandar tratadas o no con 25 microgramos/mL de melatonina
en el agua de bebida, durante 9 semanas.

Disefio experimental

El estudio se ha realizado en ratas macho de la cepa Wistar, a las que
se les suministra una dieta de mantenimiento estandar tratadas o no con
melatonina (25pg/mL) en el agua de bebida.
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Nueve semanas después, ocho animales por horario y grupo se
sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24
horas, empezando a las 09:00 h (09:00, 13:00, 17:00, 21:00, 01:00 y 05:00
horas).

Inmediatamente después de su sacrificio se analiza el contenido de
glucosa en sangre, se recoge la cabeza sobre hielo seco e inmediatamente
después se extrae el hipotdlamo mediobasal que se mantiene en RNA later y
se almacena a -80°C hasta su analisis posterior. Ademas, se recoge plasma de
la sangre troncular después de centrifugar la sangre a 3.000 rpm, durante 15
min y se almacena a -20°C, hasta su analisis.

En el hipotdlamo mediobasal se analizara la expresién génica de los
neuropéptidos POMC y NPY, y de los receptores de leptina, e insulina
mediante PCR cuantitativa a tiempo real. Asimismo, se analizara la expresién
de los sustratos para el receptor de insulina el IRS-1 y el IRS-2 mediante PCR
cuantitativa a tiempo real.

En los plasmas se determinara los niveles plasmaticos de colesterol,
triglicéridos, proteinas, insulina, leptina y adiponectina mediante las técnicas
descritas en materiales y métodos.

Se analizaran los resultados utilizando los tests estadisticos descritos en

materiales y métodos.

2.2.2 Bloque Il: Efecto de un tratamiento con melatonina, durante 11
semanas, sobre el peso corporal, ingesta, concentracion plasmatica de
parametros metabdlicos y expresién génica relativa de neuropéptidos
hipotalamicos, implicados en el control de la ingesta, en ratas adultas

alimentadas con una dieta hipergrasa.

Objetivos

Analizar el peso corporal y la ingesta en ratas macho adultas
alimentadas con una dieta hipergrasa, tratadas o no con 25 microgramos/mL
de melatonina en el agua de bebida durante 11 semanas, comparados con el

grupo control, alimentado con la dieta estandar de mantenimiento.
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Estudiar las variaciones diarias de la concentracibn sanguinea de
glucosa en ratas macho adultas alimentadas con una dieta hipergrasa, tratadas
0 no con 25 microgramos/mL de melatonina en el agua de bebida, durante 11
semanas comparados con el grupo control, alimentado con la dieta estandar de
mantenimiento.

Estudiar los niveles circulantes de colesterol, triglicéridos y proteinas, en
ratas macho adultas alimentadas con una dieta hipergrasa, tratadas o no con
25 microgramos/mL de melatonina en el agua de bebida, durante 11 semanas,
comparados con el grupo control, alimentado con la dieta estandar de
mantenimiento.

Estudiar los niveles circulantes de insulina, leptina y adiponectina, en
ratas macho adultas alimentadas con una dieta hipergrasa, tratadas o no con
25 microgramos/mL de melatonina en el agua de bebida, durante 11 semanas,
comparados con el grupo control, alimentado con la dieta estandar de
mantenimiento.

Analizar la expresion génica relativa en funcion del tiempo de los genes
de POMC, NPY, receptor de leptina, IR, IRS-1, IRS-2, en el hipotalamo medio
basal en ratas macho adultas alimentadas con una dieta hipergrasa, tratadas o
no con 25 microgramos/mL de melatonina en el agua de bebida, durante 11
semanas, comparados con el grupo control, alimentado con la dieta estandar

de mantenimiento.

Disefio experimental

El estudio se ha realizado en ratas macho de la cepa Wistar, a las que
se les suministra una dieta hipergrasa tratadas o no con melatonina (25 pg/mL)
en el agua de bebida y un grupo control alimentado con una dieta estandar de
mantenimiento.

Once semanas después, ocho animales por horario y grupo se
sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24
horas, empezando a las 09:00 h (09:00, 13:00, 17:00, 21:00, 01:00 y 05:00
horas).

Inmediatamente después de su sacrificio se analiza el contenido de

glucosa en sangre, se recoge la cabeza sobre hielo seco e inmediatamente
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después se extrae el hipotalamo mediobasal que se mantiene en RNA later y
se almacena a -80°C hasta su analisis posterior. Ademas, se recoge plasma de
la sangre troncular después de centrifugar la sangre a 3.000 rpm, durante 15
min y se almacena a -20°C, hasta su analisis.

En el hipotdlamo mediobasal se analizara la expresion génica de los
neuropéptidos POMC y NPY y de los receptores de leptina, e insulina mediante
PCR cuantitativa a tiempo real. Asimismo se analizara la expresion de los
sustratos para el receptor de insulina el IRS-1 y el IRS-2 mediante PCR
cuantitativa a tiempo real.

En los plasmas se determinaran los niveles plasmaticos de colesterol,
triglicéridos, proteinas, insulina, leptina y adiponectina mediante las técnicas
descritas en materiales y métodos. Se analizaran los resultados utilizando los

test estadisticos descritos en materiales y métodos.
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3.1 Instalaciones

Facultad de Medicina, de la Universidad Complutense de Madrid
(UCM). EIl desarrollo de la presente tesis, asi como el tratamiento de las
muestras, su estudio y su analisis, se han realizado en el Departamento de
Bioquimica y Biologia Molecular lll, de dicha facultad.

Animalario Central (ANUC) de la Facultad de Biologicas de la
Universidad Complutense de Madrid (UCM). El manejo de los animales ha
sido realizado en el animalario de la Facultad de Ciencias Bioldgicas, el cual
dispone de instalaciones adecuadas para el manejo de animales de
experimentacion y quir6fanos donde llevar a cabo el sacrificio y recogida de
muestras, todo ello de acuerdo con las guias internacionales para el
mantenimiento y cuidado de animales (NIH, 1996).

3.2 Animales de experimentacion

Se han utilizado ratas macho de la cepa Wistar, adultas de dos meses
de edad, suministradas por Harlan Ibérica (IBERICA, S.L., Barcelona, Espafia).
Los animales se alojaron en jaulas de metacrilato de 42x23x14cm, en grupos
de 4 animales por jaula. Los animales se mantuvieron en condiciones
controladas de temperatura (23° + 1° C), y humedad relativa (60%). Los ciclos
de luz - oscuridad fueron constantes (12:12h). A continuacién se menciona la

distribucién de los grupos experimentales.

Animales alimentados con dieta control de mantenimiento tratados o no
con melatonina en el agua de bebida

Grupo | (Control). Formado por ratas macho de la cepa Wistar (8 animales por
horario; 09:00, 13:00, 17:00, 21:00, 01:00 y 05:00 horas) a las que se les
suministra una dieta de mantenimiento y agua de bebida (con etanol al 0.015%
en el agua de bebida). En este grupo se incluyen tanto los animales tratados
durante 9 semanas, como los animales tratados durante 11 semanas, ya que
no hay diferencias, por la duracion del tratamiento con la hormona pineal, en
los pardmetros analizados en este estudio.

Grupo Il (Melatonina). Formado por ratas macho de la cepa Wistar (8 animales
por horario; 09:00, 13:00, 17:00, 21:00, 1:00 y 05:00 horas) a las que se les
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alimenta con una dieta de mantenimiento, y se les trata con melatonina

(25pg/mL) en el agua de bebida, durante 9 semanas.

Animales alimentados con una dieta control de mantenimiento o una dieta
alta en grasa, tratados en paralelo o no con melatonina en agua de bebida
Grupo Il (Control dieta hipergrasa). Formado por ratas macho de la cepa
Wistar (8 animales por horario; 09:00, 13:00, 17:00, 21:00, 01:00 y 05:00 horas)
a las que se les alimenta con una dieta hipergrasa (35% proveniente de origen
graso), y agua de bebida (etanol al 0.015%), durante 11 semanas.

Grupo IV (Dieta hipergrasa tratados con melatonina). Formado por ratas macho
de la cepa Wistar (8 animales por horario; 09:00, 13:00, 17:00, 21:00, 01:00 y
05:00 horas) a las que se les alimenta con una dieta hipergrasa (35%,
proveniente de origen graso), y agua de bebida con melatonina (25ug/mL),

durante 11 semanas.

3.3 Dietas administrada

Se utilizaron dietas comerciales con caracteristicas especificas, todo
ello, para conseguir el grado de obesidad necesario en las ratas, para la
realizacion del experimento. Con la dieta con alto contenido en grasa, se
aseguré un alto consumo de grasa (35%) frente al que aporta una dieta control
de mantenimiento (4%). Para ello, se utilizd una dieta especial alta en grasa
(Harlan interfauna, IBERICA, S.L. Barcelona, Espafia) y una dieta de control de
mantenimiento  (AO4/AO4C/R04  Safe, Scientific Animal Food and
Engerineering). Ambas dietas han sido utilizadas con anterioridad en estudios
realizados por nuestro grupo de investigacion (Cano vy cols, 2009).

La dieta de mantenimiento, o dieta control, es una dieta balanceada
nutricionalmente, con las cantidades requeridas para cubrir las necesidades de
proteinas, carbohidratos, vitaminas y minerales, ademas, esta dieta aporta un
bajo contenido en calorias provenientes de grasas (Tabla 3).

La dieta con alto contenido en grasa ofrece a los animales una cantidad
alta de calorias provenientes de materia grasa, con esta dieta aseguramos un

aumento del incremento del peso de los animales e n poco tiempo (Tabla 3).
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Tabla 3. Se muestra el contenido calérico aportado por las dietas comerciales utilizadas en el

presente estudio (Kcal/gr de alimento ingerido).

Dieta
Control Hipergrasa
Contenido calérico (Kcal/gr) 2,9 5,4

El alimento y la bebida, se suministraron ad libitum y se midié cada dos

dias. El control de peso de los animales se llevo a cabo dos veces por semana.

3.4 Tratamiento con melatonina

La melatonina se suministro por via oral, en el agua de bebida (SIGMA,
polvo =98% (TLC), M5250), con una concentracion de 25ug/mL. La preparacion
se realizo a partir de una soluciéon stock en etanol al 50 %. La concentracion
final de etanol en el agua de bebida fue de 0.015%. Los animales control de
ambas dietas, recibieron etanol al 0.015% en el agua de bebida, logrando asi
eliminar diferencias entre los grupos. El alimento y la bebida se suministraron
ad libitum. La bebida se midi6 cada dos dias; asi como también la comida. Los

animales se pesaron dos veces por semana.

3.5 Sacrificio de los animales

Los grupos control y melatonina (animales alimentados con dieta control
de mantenimiento con o sin administracion de melatonina en agua de bebida),
se sacrificaron por decapitacion a los 63 dias de tratamiento.

Los grupos control, asi como los grupos dieta grasa y dieta grasa con
melatonina (animales alimentados con dieta control de mantenimiento y dieta
alta en grasa con y sin administracion de melatonina en agua de bebida), se
sacrificaron por decapitacion a los 77 dias de tratamiento.

El sacrificio de los animales se realizd sin anestesia previa, evitando
posibles modificaciones en la secrecion de hormonas, cada cuatro horas,

durante un periodo de 24 horas.
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3.6 Recogida de Muestras

La sangre troncular se recogi6é en tubos de poliestireno con EDTA al 6%
como anticoagulante. Se centrifug6é a 1500 g durante 15 minutos a 4° C, siendo
decantado el plasma y almacenado a-20° C hasta su analisis.

Posteriormente, se procedid a la apertura del craneo para acceder al
hipotalamo mediobasal, el cual fue extraido al momento y conservado en RNA
later (Quiagen, 76154), evitando asi la degradacion o sintesis de RNA después

de extraido el tejido.

3.7 Material de uso general

Agua destilada

Agua Milli Q.

Tubos de polipropileno

Vortex

Balanza

Balanza de precision Salter, modelo HX-100, con una sensibilidad de =+
0.0001g.

Centrifugas

Centrifuga refrigerada (Beckman, modelo GS-6R) para tubos de RIA y Falcons
de 15 y 50mL, la centrifuga refrigerada de alta velocidad (Kontron Instruments,
modelo Centrikon T-42K) para eppendorfs, una centrifuga Eppendorf, modelo
minispin, para pulsos de centrifugacién y, por ultimo, la centrifuga Beckman
Coulter, modelo Allegra 25R para placas de 96 pocillos.

Espectrofotometro

Se empled el espectrofotometro de la marca Perkin-Elmer, mod. Lambda Bio
UV/VIS para determinacion de proteinas, el espectrofotdmetro de Eppendorf,
Biophotometer para cuantificar acidos nucléicos y el espectrofotbmetro de
placas de Thermo Electron Corporation, modelo Varioskan.

pHmetro

El pHmetro empleado fue de la marca CRISON, modelo MicropH 2001, con un
electrodo incorporado INGLOD.

Homogeneizador
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Se utilizé el equipo de lisis Fast-Prep, especializado en la extraccion de DNA,
RNA y Proteinas de tejidos. Fast- Prep se utiliz6 con una matriz de lisis tipo D,
(esferas de cerdmica de 1.4 mm de diametro, especifico para muestras de
plantas y animales.

Autoclave

Marca Selecta, modelo Autotester-G.

Termociclador Eppendorf

Las PCRs a tiempo real fueron realizadas en el sistema de Applied Biosystems,
modelo 7300 Real Time. El termociclador MJ Research, modelo PTC-100
Cubetas de electroforesis

Cubeta de la casa Sigma-Aldrich.

Fuentes de alimentacion de electroforesis

Marca Gaoc, modelo G-201 serie B.

Transiluminador ultravioleta

Suministrado por Bio Rad.

Contador de Radiactividad

Contador de Pacisa, modelo Cobra autogamma.

Pipeta graduada

Con volumenes de 0-2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 1000, 5000, 10,000 pL.

Pipeta multicanal

Con volumenes de 0-20, 20-200, 25-300yL.

3.8 Medida de los niveles sanguineos de glucosa
La determinacion de glucosa en sangre se realizo el dia del sacrificio de

los animales, para ello se utilizaron tiras reactivas y un dispositivo portatil.

Fundamento

El principio de la prueba esta basado en la reaccion glucosa-
oxidase/peroxidase. Cada tira reactiva contiene una area verde: o-Tolidine 18.0
Hug, APAC 0.59 ug, Glucosa Oxidase 0.24 U, Peroxidase 4.6 U y area azul:
TMB 17.2 g, Glucosa Oxidase 0.17 U, Peroxidase 3.0 U. La tira reacciona al
tener contacto con la sangre, mediante el dispositivo se obtiene la
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concentracion de glucosa en mg/dL, esta técnica ha sido utilizada y puesta a

punto por nuestro grupo de investigacion (Cano y cols 2009).

Material y reactivos
Spectronic Accu - chek sensor ROCHE, USA.
Tiras de diagndstico Accu - chek sensor, ROCHE, U.S.A

Muestra de sangre

Procedimiento

Se toma la muestra de sangre, y se aplica en el area indicada de la tira
reactiva, dentro del glucometro. Para controlar la precision y el funcionamiento
del glucémetro, se utiliza un chip correspondiente al lote especifico para las
tiras.

3.9 Medida de las concentraciones plasmaticas de colesterol, proteinas,

triglicéridos y proteinas totales

Medida de colesterol plasmatico
La determinacion de colesterol en plasma se realiz6 utilizando un kit
comercial de analisis de concentracion de colesterol (80106 de Materlab) y un

analizador bioquimico multicanal.

Fundamento

La técnica estda basada en la secuencia de varias reacciones
enzimaticas. En una primera fase, se hidrolizan los ésteres de colesterol
presentes en el plasma a colesterol y acidos grasos libres por la enzima
colesterol esterasa (CE). A continuacion se oxida el colesterol por la enzima
colesterol oxidasa (CO), obteniendo como producto colestenona y agua
oxigenada. Esta ultima reacciona con la peroxidasa (POD), produce un
producto coloreado, el cual leido en absorbancia a 500nm, proporciona la

concentracion de colesterol en plasma de partida. La concentracién se calcula

42



Capitulo 3. Materiales y métodos

por el analizador bioquimico, utilizando un estandar de referencia (Materlab,

2010), a partir de la siguiente ecuacion.

Absorbancia de la muestra (nm)

Colesterol (mg/dL) = Concentracion del estandar (mg/dL) )

Absorbancia del estindar (nm)

Material y reactivos
Analizador bioquimico screenpoint
Cubetas 7064b30200026
Multicalibrador 95015-F
Tampon (Fosfato, 4-cloro fenol, triton 100X)
Enzimas: (Colesterol oxidasa (CO), colesterol esterasa (CE), peroxidasa
(POD), 4-aminoantipirina
Estandar de colesterol total 80106 por Materlab.

Muestra de plasma

Procedimiento

1.- Preparacion de la solucion enzimatica; se afade el reactivo enzimatico al
tampdn y se agita hasta su total disolucion.

2.- Preparacion del blanco; se agrega 1mL de la solucién enzimatica y 10uL de
agua destilada.

3.- Preparacion de la solucion estandar; se obtiene agregando 1mL de la
solucion enzimatica a 10mL de solucion estandar.

4.- Preparacion de la muestra; se adiciona 1mL de la solucion enzimatica en 10
uL de plasma.

6.- Se procede a leer en el analizador bioquimico, a 500nm de longitud de

onda.

Medida de triglicéridos plasméticos
El andlisis de triglicéridos en plasma se realizé utilizando un kit comercial

(80019 de Materlab) y un analizador bioquimico multicanal.
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Fundamento

La prueba se basa en sucesivas reacciones enzimaticas. Los
triglicéridos presentes en la muestra son catalizados por la enzima lipasa,
produciendo glicerol y acidos grasos libres. Una vez obtenidos los productos,
antes mencionados, son catalizados a su vez, por la enzima glicerol cinasa
(GK), obteniendo el glicerol 3-fosfato y 0,; sobre este producto actia la enzima
glicerol 3-fosfato oxidasa (GPO), resultando como productos el 4-clorofenol y
agua oxigenada. Este ultimo producto reacciona con la peroxidada (POD),
obteniendo una reaccién colorimétrica; siendo este color, el equivalente a la
absorbancia, que finalmente se calcula mediante el analizador bioquimico,

haciendo uso de un estandar de referencia (Materlab, 2010)

Absorbancia de la muestra (nm)
Triglicéridos (mg/dL) = ( Concentracion del estandar (mg/dL) )
Absorbancia del estindar (nm)

Material y reactivos
Analizador bioquimico screenpoint
Cubetas 7064b30200026
Multicalibrador 95015-F
Tampon (Cloro 4-fenol, cloruro de magnesio)
Enzimas: Lipasa, peroxidada (POD), glicerol 3 fosfato oxidasa (GPO),
glicerol cinasa (GK)
Estandar de triglicéridos 80019 por Materlab.

Muestra de plasma

Procedimiento

1. Preparacion de la solucion enzimatica; se afiade el reactivo enzimatico al
tampdn y se agita hasta su total disolucion.

2. Preparacion del blanco; se realiza afiadiendo 1mL de solucidon enzimatica y
10 pL de agua destilada.

3. Preparacion del estandar; se obtiene incorporando 1mL de solucion

enzimatica y 10uL del estandar en una cubeta.
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4. Preparacion de la muestra; se afiade 1mL de la solucién enzimética en 10pL
de plasma en una cubeta.
5. Se procede a leer en el analizador bioquimico, a 500nm de longitud de onda.
Medida de proteinas plasmaticas totales

El analisis de las proteinas totales en plasma se realiz6 utilizando un kit
comercial de medicion de proteinas totales (LP87016 de Materlab, analizador

bioquimico multicanal.

Fundamento

El principio de la prueba esta basado en la reaccién de Biuret. El reactivo
esta conformado por hidroxido potasico (KOH) y sulfato cuprico (CuSQy), junto
con tartrato de sodio y potasio (KNaC40s-4H20). El reactivo, de color azul,
cambia a violeta en presencia de proteinas, y vira a rosa cuando se combina
con polipéptidos de cadena corta. El Hidroxido de Potasio no participa en la
reaccion, pero proporciona el medio alcalino necesario para que tenga lugar.
Este método colorimétrico permite determinar la concentracion de proteinas de
una muestra mediante espectroscopia ultravioleta-visible a una longitud de
onda de 540 nm (para detectar el i6n Cu?*) Materlab, 2010).

Absorbancia de la muestra (nm)
Proteinas totales (mg/dL) = ( Concentracion del estandar (mg/dL) )
Absorbancia del estindar (nm)

Material y reactivos
Analizador bioguimico screenpoint
Cubetas 7064b30200026
Multicalibrador 95015-F
Reactivo de Biuret: (hidréxido potasico (KOH), sulfato cuprico (CuSOy),
tartrato de sodio y potasio (KNaC40¢:4H20)
Estandar de proteinas totales (LP87016) por Materlab.

Muestra de plasma

Procedimiento
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1. Preparacion del blanco; Se agrega 1mL del reactivo de Biuret y 1mL de agua
desminerlizada.

2. Preparacion del estandar; se realiza afladiendo 1mL del reactivo de Biuret y
se agregan 20pL de la solucion estandar.

3. Preparacién de la muestra; se afiade 1mL del reactivo de Biuret y se agregar
20uL de plasma en una celda.

4. Se procede a leer en el analizador bioguimico, a 540nm de longitud de onda.

3.10 Medida de las concentraciones plasméticas de Insulina, leptina y
adiponectina

Los niveles plasméaticos de Insulina, leptina y adiponectina, se han
determinado utilizando la técnica de inmunoensayo, mediante kits comerciales,
utilizando el sistema Luminex 100™ [S, (Luminex Corporation, Osterhout. The
Netherlands) y los kits Milliplex wmap (Millipore Corporation, Billérica, MA 01821,
USA).

Los kits utilizados para la medida de hormonas en el presente estudio,
han sido: #RGT-88K para insulina y leptina, y el kit RADPK-81K-ADPN para la
medida de adiponectina. Los datos de fluorescencia han sido analizados
mediante el software Master Plex TM QT. Todos los andlisis se realizaron de

acuerdo a los protocolos y especificaciones de los kits antes mencionados.

Fundamento

El método se basa en la utilizacion de microesferas, donde cada
microesfera posee un color especifico interno, el cual varia de un rojo hasta
llegar a tonalidad verde. Se han definido 100 colores diferentes de
microesferas, permitiendo asi, que cada esfera se encuentre identificada por su
color interno. Cada microesfera lleva unidos anticuerpos especificos para un
analito. Cuando el analito presente en la muestra es capturado por la
microesfera, se afiade un anticuerpo marcado con biotina, que al ser incubado
con streptavidina- ficoeritrina (L-SAPE), genera una reaccion sobre la superficie
de la esfera, que emite fluorescencia.

Para obtener las concentraciones hormonales, las microesferas pasan

una a una, a través de dos tipos de laser; uno, que posee la funcion de excitar
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el color interno, identificando asi la microesfera; y un segundo laser que excita
la ficoeritrina unida a la microesfera, obteniendo asi la fluorescencia media
(MFI). Esta fuorescencia obtenida; es convertida en concentracion, haciendo

uso de la curva estandar especifica de cada analito (Figura 7).

Anticuerpos Receptores

% 2

Figura 7. Se muestra la reaccion en la superficie de la esfera, antigeno-anticuerpo y su lectura,

mediante el Luminex 100™. Figura de www.luminex.com

Esta técnica se ha puesto a punto y desarrollado por nuestro laboratorio
de investigacion, ademas a sido fuente instrumental en distintos trabajos (Cano
y cols, 2009).

Material y reactivos
Luminex 100™ |S, por Luminex Corporation
Liquido del sistema (Luminex # 40-50000)
Sonicador (Branson Ultrasonic Cleaner Model #B200)
Placa agitadora en orbital (Lab-Line Instruments Model #4625)
Bomba de aspiracion (Millipore Vacuum Manifold Catalog
#MSVMHTSO00)
Base para placa (Millipore Catalog # MX-STAND)
kit comercial (Millipore, Watford, UK). Rat single plex Adiponectin
(RADPK-81K-ADPN) y Rat Gut Hormone Panel (RGT-88K).

Preparacion de reactivos
Preparacion de las microesferas; se sonica el vial que contiene las
microesferas, se agita en voOrtex durante 1 minuto, se afiaden 150uL de cada

microesfera y se lleva a un volumen final de 3mL con reactivo diluyente.
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Preparacion de los controles de calidad; se reconstituyen con 250uL de
agua destilada, se invierte varias veces el vial hasta mezclar completamente.
Después de 5-10 minutos en reposo, se transfiere a un tubo de polipropileno.

Preparacion del tampon de lavado; se deja a temperatura ambiente el
tampon de lavado (10X) y se mezcla. Se diluyen 30mL en 270mL de agua
destilada.

Preparacion de la solucién matriz; se afiade 1mL de agua destilada al
vial y se mezcla (solo en el caso de insulina y adiponectina).

Preparacion de los estandares; se afiaden 250uL de agua destilada al
stock de estandar, se invierte varias veces el vial, se deja reposar por 5
minutos, después se transfiere a un tubo de polipropileno y se realizan
subsecuentes diluciones para obtener la siguiente curva estandar (Tabla 4).

Tabla 4. Concentraciones en pg/mL de las curvas de calibracion utilizadas en la medicién de

insulina, leptina y adiponectina.

Insulina, Leptina Adiponectina

Curva estandar (pg/mL) (pg/mL)

1 68.5 488

2 205.8 1953

3 617.3 7813

4 1851.9 31250

5 5555.6 12500

6 16666.7 500000

7 50000 ok

Procedimiento

1. Humedecer los 96 pocillos de la placa con tampoén de lavado.

2. Anadir 25uL de muestra, estandar y controles de calidad en los pocillos
designados para cada analito.

3. Anadir los anticuerpos (microesferas), e incubar durante 16-18 horas, en
agitacion constante a 4°C.

4. Realizar dos lavados de la placa con tampoén de ensayo.

5. Agregar 25uL del anticuerpo de deteccién en cada pocillo.

6. Incubar durante 1 hora, a temperatura ambiente y en agitacion constante.
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7. Sin lavar, agregar a cada pocillo, 25ul de la solucibn que contiene
ficoeritrina-estreptomicina.

8. Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente, en agitacion constante
y protegido de la luz.

9. Lavar la placa 3 veces con tampoén de lavado.

10. Afadir a cada pocillo 100 pL del liquido del sistema.

11. Inmediatamente leer en el aparato Luminex 100™ |[S, aplicando las

especificaciones y el protocolo de lectura, segun el proveedor.

3.11 Medida de las variaciones diarias de la expresion génica de los
neuropéptidos NPY, POMC y PrRP asi como de los receptores de leptina e
insulinay los sustratos intracelulares de insulina: IRS-1y 2 en Hipotalamo

Medio Basal

3.11.1 Aislamiento de RNA a partir de tejido
Extraccion de RNA hipotalamico. Los tejidos que se mantienen en RNA
later a -80°C, se descongelan lentamente y se procede tal como lo especifica el

protocolo de extraccion de RNA (RNAeasy protect mini Qiagen 74104).

Fundamento

El procedimiento empleado para la extraccion y purificacion de RNA se
basa en la unién selectiva del RNA a una membrana de silica-gel. Como
primera fase, se procede al lisado (mediante el Fast Prep, utlizando la matriz
D) y se homogeniza el tejido en un tampdn con isocianato de guanidina como
componente principal, con ese tampon se logra inactivar las RNasas y se
favorece la solubilizacion de los componentes celulares; a continuacién se
afiade etanol aportando las condiciones necesarias para que el RNA se una a
la membrana de las columnas, mientras que los contaminantes son eluidos.

Con el objetivo de evitar la contaminacion por DNA de la muestra, se
lleva a cabo un tratamiento con DNAsa | (Quiagen 79254), dentro de la

columna. Finalmente el DNA es eluido en agua libre de DNAsa.

Material y reactivos

49



Capitulo 3. Materiales y métodos

Kit de extraccion de RNA (RNAeasy protect mini;Qiagen 74104).

Equipo homogenizador, Fast Prep 24, matriz D para homogenizar
(Biomedicals Inc, U.S.A.).

Kit de DNasa ( Quiagen 79254).

Agua libre de DNA,RNA.

Procedimiento

1. Lisar el tejido en 300 pL de tampon RTL mediante el homogenizador Fast
Prep 24 MP, utilizando la matriz D.

2. Clarificar el lisado mediante centrifugacion durante 3 minutos a 10.000 rpm y
transferir el sobrenadante a un tubo de polipropileno nuevo; afadir 300 uL de
etanol al 70%. Mezclar por inversion ytransferir el contenido a una columna de
extraccion RNAeasy.

3. Centrifugar 15 segundos a 10.000 rpm, para lograr favorecer la adsorcion del
RNA sobre la columna, eliminando el resto de los componentes celulares.

4. Tratamiento con DNasa en la columna.

Afnadir 350 L del buffer RW1 y centrifugar 15 segundos a 10.000 rpm.
Descartar el eluido y afiadir 10 pL de DNasa sobre 70 pL de buffer RDD e
incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.

Lavar la membrana con 350 uL de tampoén de lavado, centrifugar 15 segundos
a 10.000 rpm, logrando descartar el eluido.

5. Eliminacion de los contaminantes mediante centrifugaciones sucesivas con
buffer RPE.

Agregar 500 pL de buffer RPE y centrifugar 15 segundos 10.000 rpm.
Descartar eluido.

Lavar dos veces la columna con 500 pL de tampdn RPE, descartando el eluido.
Centrifugar 1 minuto a 10.000 rpm para secar la columna completamente.

6. El RNA adsorbido sobre la membrana de silica es disuelto con 30 uL de
agua libre de RNAsas. Centrifugar 1 minuto a 10.000 rpm y conservar el eluido.
7. RNA total. Disponer el eluido sobre la membrana de la columna y someter a
otra centrifugacion de 1 minuto a 10.000 rpm. Afiadir 10 uL mas de agua libre
de RNasa y repetir la centrifugacion.

8. Conservar el RNA extraido a—80° C.
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3.11.2 Cuantificacion de la concentracion de RNA

La concentracién de RNA se ha determinado midiendo la absorbancia de
la muestra por espectrometria ultravioleta-visible, a 260nm de longitud de onda.
Dado que las muestras se procesaron para una efectiva eliminacion de DNA,
se considera, que el valor de absorbancia es atribuible a la concentracion de
RNA.

Para la determinacion, se han empleado cubetas de cuarzo libres de
RNasas y tampon Tris-CL 10mM como blanco de la medida. La dilucién de
RNA empleada fue de 1:40 sobre un volumen final de 150uL de tampon Tris-CL
10 mM. Para las medidas realizadas, se considera que 1 unidad de
absorbancia corresponde a 44ug/mL de RNA. Obteniendo la concentracién de

RNA total de cada muestra de la siguiente ecuacion:

RNA (pg/mL) = 40 ( Abosorbancia (260 nm)) ( Factor de dilucién )

Con el fin de confirmar la integridad del RNA y descartar la
contaminacion con DNA genomico, se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al X% (p/v) en tampoén Tris-acetato-EDTA (TAE), tincidbn con bromuro

de etidio (0.5 pg/ml EtBr) y exposicion a luz UV.

3.11.3 Retrotranscripcién

Fundamento

La retrotranscripcion es un proceso molecular que implica la generacion
de una doble cadena de &cido desoxirribonucleico (cCDNA) a partir de &cido
ribonucleico mensajero (MRNA) de cadena simple. La enzima encargada de
esta sintesis es la transcriptasa inversa, que requiere de un cebador o primer,
gue posea un extremo 3'OH desde donde comenzar la sintesis. En este
estudio, se empled el kit i Script de Bio-rad laboratories.

Los cebadores utilizados han sido hexa-deoxinucle6tidos sintéticos con

secuencias al azar (Invitrogen 48190-011), estos cebadores realizan la
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hibridacién donde encuentren complementariedad con el mMRNA. De ahi que se

los conozca como cebadores al azar.

Procedimiento

La retrotranscripcion se realizdé a partir de 1 pg de mRNA para cada
muestra. Dentro del proceso, se incluyeron controles negativos, (reacciones sin
muestra), y controles positivos, (reacciones con muestra).
Para una reaccion de un volumen de 20pL, se afiade a cada tubo:

1 pg de RNA en un tubo con agua destilada, hasta llegar a un volumen

final de 15 pL.

4 uL 5X iscript.

1 pL transcriptasa inversa.

Con un volumen final de 20 uL, procedemos a realizar la reaccién en el

termociclador Eppendorf con el programa detallado en la Tabla 5.

Tabla 5. Se muestra la rampa de temperatura utilizada en la retrotrancripcién de los genes en

estudio

Retrotranscripcion

° Celsius Tiempo (min)
25 5
42 30
85 5
72 0.5
4 5

Finalizada la reaccion, se conserva el cDNA a 4° C para su posterior

estudio génico.

3.11.4 PCR Cuantitativa a tiempo real

Fundamento

La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (Real-Time PCR)
es actualmente el método mas sensible, especifico y exacto para la
cuantificacion de niveles de mRNA, tanto en células como en tejidos.

Este método, permite la deteccion directa del producto de amplificacién

(amplicones) durante la fase exponencial de la reaccion, a través del empleo de
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compuestos con propiedades fluorescentes que so6lo emiten fluorescencia
cuando el DNA esta en forma de doble cadena. El incremento de fluorescencia
es directamente proporcional a la cantidad de producto formado. El ciclo en el
gue la amplificacibn comienza a ser exponencial se denomina ciclo umbral
(“threshold cycle”, CT) y es el parametro de medida de la expresiéon de un
determinado gen. Asi, cuanto mayor es el numero de ciclos de PCR necesarios
para alcanzar la fase exponencial de amplificacion, es decir, a mayor C+ menor
es el molde de partida.

Todo el procedimiento del manejo del tejido, comenzando por el lisado
del tejido, aislamiento del RNA, cuantificacién del RNA, la retrotranscripcion y
por ultimo la realizacion de la PCR cuantitativa, se ha hecho segun las
especificaciones de los protocolos puestos a punto por nuestro grupo de

investigacion (Jiménez-Ortega, 2009).

Material y reactivos
Se utilizé el kit “2x Quantitect SYBR Green PCR Master mix” de Qiagen
(204143), que incluye los siguientes compuestos:
SYBR Green: fluoroforo que al unirse al DNA de doble cadena emite
fluorescencia. Conocido también como “reporter”.
Tampédn, especifico para la deteccion por SYBR Green.
Mezcla de dNTP.

Procedimiento

Para la amplificacion de los genes en estudio, se ha analizado cada
muestra por triplicado en una placa de 96 pocillos especifica para PCR. El
volumen final es de 15 pL, como lo muestra la Tabla 6. La amplificacién de los
genes se realizd segun se describe en la Tabla 7, finalmente, se realiza la

curva de disociacion, la Tabla 8, muestra la rampa de temperatura.
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Tabla 6 Se muestran los reactivos utilizados, para la amplificacion de los genes en estudio.

Preparacion de la muestra a amplificar

Sondas concentracion final 0.3 uM
Muestra de Cdna 25 ng
SYBR Green 1X
Agua libre de RNAsas. Aforar a 15 pL

Para descartar contaminacion de los reactivos empleados con la
secuencia a amplificar, se han incluido controles negativos (sin cDNA) en cada
ensayo realizado.

Tabla 7. Condiciones de amplificacién de los genes en estudio.

Programa de amplificacion

° Celsius Tiempo (seg)
Desnaturalizacion 94 15
Unién 60 30
Extensién 72 30

Tabla 8. Rampa de temperatura para la obtencién de la curva de disociacion. Una vez
terminada la reaccion en cadena de la polimerasa, se valora la especificidad e identidad de los

productos de la PCR a través de las curvas de disociacion o “melting” (Ririe y cols, 1997).

Curva de disociacion

° Celsius Tiempo (seg)
95 15
60 30
95 15

3.11.5 Sondas

En la Tabla 9, se muestra la secuencia de los cebadores que se han
utilizado para la determinacion de los niveles de expresion de los distintos
genes. Todos ellos, han sido provistos por Invitrogen y disefiados a partir del
programa Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/ primer3/primer3_www.cgi, The
Whitehead Institute). La especificidad de los cebadores se confirmé a través del
asistente del software BLAST (National Library of Medicine, Bethesda, MD).
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Tabla 9. Se muestran las secuencias de los cebadores utilizados en este

estudio.

Reaccion en cadena

Gen Cebadores (Secuencia de nucleotidos)

R-actina 5’-ccagatcatgtttgagaccttcaa-3

5’-ccagaggcgtacagggatagc-3°
Neuropeptido Y (NPY) 5 -’tactccgctctgcgacacta-g’:

57-gggcattttctgtgctttct-3

Proopiomelacortina (POMC) 5 cgtgtgtecticctgactee-3 ,

5’-gactggcttttcccaagatac-3

Receptor de leptina (LepR) 5 -cgtgtgtecticetgactee-3 ]

5’-gactggcttttcccaagatac-3

Receptor de insulina (IR) ,5 -fctcaggeaatggtget-3 .

5’gtggaggagatgttgggaaa-3

Sustrato del receptor de insulina-1 (IRS-1) 5,-tgtgccaagcaacaagaaag-3,

5”-acggtttcagagcagaggaa-3

5’-ctacccactgagcccaagag-3”

(Sustrato del receptor de insulina-2 (IRS-2) , ,
5’-ccagggatgaagcaggacta-3

3.11.6 Valoracion de los resultados PCR Cuantitativa a tiempo real

Como gen normalizador, o de referencia se empleo la 3-Actina, gen cuya
expresion es constitutiva, ya que, su expresion es la misma en distintos
estados de desarrollo y diferentes tejidos del organismo, ademas su expresion
no se ve modificada por el tratamiento en estudio. El calibrador ha sido el grupo
control, por lo que el resultado obtenido, indica la expresion relativa o nimero
de veces de induccion en la expresion del gen en los animales tratados frente a

los controles. Figura 8
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Figura 8 Representacion de la intensidad de fluorescencia normalizada resultante de la
valoracion de la expresién del gen de beta-actina bajo las condiciones detalladas

anteriormente.

Para que este método sea valido, la eficiencia de la amplificacion del gen
de referencia y la del gen problema ha de ser aproximadamente la misma. La
eficiencia de amplificacion de cada uno de los genes se obtiene preparando
diluciones seriadas del cDNA de partida y viendo cémo varia el valor de Gy
para cada concentracion de cDNA. Se representa el logaritmo de la
concentracion frente al Cy y se calcula la pendiente de la recta para cada una
de las representaciones obtenidas. La ecuacion que define la eficiencia de

amplificacion es:

Eficiencia de amplificacibn = [ ( -10/ pendiente )] -1

Segun la ecuacion, la eficiencia ideal de un 100% se obtiene con una
pendiente de -3.322, lo que significa que el aumento de un ciclo de
amplificacién durante la fase exponencial de la reaccion supone exactamente la

duplicacién del material amplificado.
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Las eficiencias y pendientes que se obtuvieron al poner a punto la
técnica han sido las siguientes:

- Para el gen de referencia de beta-actina; pendiente de —3,316, reflejo

de un 100% de eficiencia.

- NPY, pendiente: —3,256; eficiencia: 103%.

- POMC, pendiente:-3,3632; eficiencia: 98%

- PrRP, pendiente: -3,2306; eficiencia: 100%

- LepR, pendiente:-3,3122; eficiencia: 105%

- IR, pendiente: -3,2936; eficiencia: 97%

- IRS-1, pendiente: -3,3077; eficiencia: 100%

- IRS-2, pendiente: -3,3445; eficiencia: 99%

Si la eficiencia de amplificacion del gen problema y el de referencia es
aproximadamente la misma, la representacion del logaritmo de cada dilucion
frente a la diferencia entre el Cr del gen problema y el de referencia en cada

punto (?Cy) tendra una pendiente <0.1 y proxima a cero, siendo.

2Ct = Ct(gen estudio) = Ct (R-actina)

La representacion logaritmica de la dilucion del cDNA de partida frente al
? Ct de cada gen indica que la pendiente de la curva se aproxima a cero, por lo
gue la eficiencia de las amplificaciones es similar en todos genes y el método
de comparacion de ? Ct queda validado.

Una vez comprobado que las eficiencias son comparables, se aplico la
ecuacion que permite la cuantificacion de la expresion génica por el método de

comparacion de Cr:

2 = »Ct

» Ct = ( 2Ctl ~ ?Ct2)
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Donde:
? Ct 1=Ctgen problema— Ct beta-actina de la muestra 1
? Ct 2= Crgen calibrador — Ct beta-actina de la muestra 2
Cada valor de Cr es el promedio de los triplicados para cada

muestra.

3.12 Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos obtenidos en el estudio se ha llevado
a cabo con el programa SPSS, version 17.0 (SPSS Inc., Chicago, ILL). Se ha
empleado un modelo factorial univariante, que analiza las variaciones en la
media debidas al tratamiento, a la hora de sacrificio de los animales o a la
interaccion entre ambos factores.

En todos los analisis, el nivel de confianza para no rechazar la hipotesis
nula fue mayor o igual al 95% (p<0,05); por debajo de ese nivel, rechazamos la
hipétesis nula. Los valores que aparecen en este trabajo se expresan como la

media + error estandar de la media (E.E.M).
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Bloque 1

4.1. Efecto de un tratamiento con melatonina, durante nueve semanas, en ratas

macho adultas, alimentadas con una dietaestandar de mantenimiento

4.1.1 Ingesta de alimentos y consumo de agua

Tanto el grupo control, como el grupo melatonina ingirieron iguales cantidades
de alimento 18 £ 1 y 19 £ 2 gramos/dia respectivamente), y por tanto la misma
ingesta en grasas, carbohidratos y proteinas. De hecho, el contenido calérico total,
aportado por la dieta, utilizada en este estudio, fue de 2,9 Kilocalorias/gramo
ingerido, tanto en animales controles como tratados con la hormona. Ello, nos
permite garantizar, que la melatonina por si misma produce efectos metabdlicos en
ratas alimentadas con una dieta estandar.

Tampoco se mostraron diferencias en la ingesta de agua; ya que ambos
grupos tomaron el mismo volumen de agua por dia (18 £ 2 y 19 + 3/mL al dia, control

y tratado respectivamente).

4.1.2 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante nueve semanas sobre
laevolucion semanal del peso

El incremento de peso en ratas macho Wistar, adultas, alimentadas con una
dieta control de mantenimiento tras la administracion de melatonina, durante nueve
semanas, en el agua de bebida se muestra en la gréfica 1.

El grupo tratado con melatonina, muestra una disminucion significativa en el
incremento del peso frente al grupo control, a partir de la segunda semana, hasta el
final del tratamiento. La melatonina indujo una disminucién de hasta el 16% en el
incremento del peso del grupo tratado, al compararlo con los valores del grupo

control, 9 semanas después del inicio del tratamiento con la hormona.
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Gréfica 1. Variacién del ncremento del peso, en ratas macho adultas, alimentadas con una dieta
control, tratadas o no con melatonina durante 9 semanas. 48 animales por grupo, se sacrificaron por
decapitacion en intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24 horas, empezando a las 09:00 horas.
Los analisis estadisticos se realizaron utilizando el ANOVA de una via, observandose una diferencia

significativa ® p<0.01 frente al control, valorado con la t de Student. Se muestran los valores de cada
grupo, como la media £ EEM.

4.1.3 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante nueve semanas, sobre
los niveles medios de concentracion de glucosa en sangre y colesterol,
triglicéridos y proteinas totales en plasma, durante la fase luminosa y la fase
oscuradel fotoperiodo

En la Tabla 10, se muestra la concentracion media de glucosa en sangre y
colesterol, triglicéridos y proteinas totales en plasma, durante la fase luminosa y la
fase oscura del fotoperiodo, en ratas macho adultas, tratadas o no con melatonina

durante 9 semanas y alimentadas con una dieta de mantenimiento.
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Tabla 10. Se muestran los valores medios + EEM de los niveles de concentracién de glucosa en
sangre y colesterol, triglicéridos y proteinas totales en plasma de los grupos estudiados, durante la
fase luminosa y la fase oscura del fotoperiodo. Se representa en negritas las diferencias significativas

entre los valores obtenidos en la fase luminosa y en la fase oscura del fotoperiodo de cada grupo.

Control Melatonina
Dia Noche Dia Noche |
Glucosa mg/dl 95,33 + 2,20 78,53 +2,41 95,46 + 2,15 72,86 + 3,12
Colesterol mg/dL 71,09 + 4,34 63,28 £ 3,9 60,63 + 2,88 70,80 + 3,75
Triglicéridos mg/dL 183,88 + 16,97 155,59 + 30 158,15 + 14,04 98,88 + 11,78
Proteinas totales mg/dL 7,81+0,21 7,36 + 0,28 7,38 £ 0,187 6,92 £ 0,129

Estas diferencias se describen en cada uno de los apartados a continuacion.

4.1.4 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante nueve semanas sobre
las variaciones diarias de los niveles sanguineos de glucosa

En la grafica 2, se presentan los resultados del estudio de las variaciones
diarias en los niveles de glucosa en sangre de ratas macho adultas, tratadas o no
con melatonina durante 9 semanas y alimentadas con una dieta de mantenimiento.
En ella, se observa una variacion significativa de la concentracion de glucosa a lo
largo del dia tanto en animales control como en animales tratados con melatonina
(F=15,244 p<0,0001 y F=8,788 p<0,001, respectivamente).

Se muestra, en ambos grupos experimentales, un patron diario similar de los
niveles de glucemia en sangre, con un minimo de concentracion a las 05:00 horas.
En ambos grupos, los niveles plasmaticos de glucosa en la fase oscura disminuyen
significativamente al compararlos con los datos obtenidos en la fase luminosa
(F=55,003 p<=0,001 y F=35546 p<0,001, grupo control y melatonina,
respectivamente). Ademas, la administracion de melatonina no modifico

significativamente los valores medios de glucosa frente al grupo control.
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Grafica 2. Patron diario de los niveles de glucosa en sangre en ratas macho adultas, alimentadas con
dieta de mantenimiento, tratadas o no con melatonina durante 9 semanas. 8 animales por horario y
grupo, se sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24 horas,
comenzando a las 09:00 horas. La barra indica la duracion del periodo de oscuridad. Se muestran los
valores medios + EEM. Las letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0,05) de los
valores de concentraciéon de glucosa entre los dos grupos experimentales (° grupo control frente a

grupo tratado con melatonina). El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de una via.

4.1.5 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante nueve semanas sobre
las variaciones diarias de las concentraciones plasmaticas de colesterol,

triglicéridos y proteinas totales

Variaciones diarias de las concentraciones plasmaticas de colesterol
Las variaciones diarias de las concentraciones plasmaticas de colesterol, en
el grupo control y en animales tratados con melatonina durante 9 semanas, se

muestran en la gréfica 3.
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Gréfica 3. Patron diario de los niveles de colesterol en plasma de ratas macho adultas alimentadas
con una dieta control de mantenimiento, tratadas o no con melatonina, durante 9 semanas. 8 ratas,
por horario y grupo, se sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24
horas, comenzando a las 09:00 loras. La barra indica la duracién del periodo de oscuridad. Se
muestran los valores medios = EEM. La letra indica la existencia de diferencias significativas (p<0,05)
de los valores plasmaticos de colesterol entre los grupos estudiados, en un punto horario (° grupo
control frente al grupo tratado con melatonina). El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de

una va.

Los grupos estudiados, no mostraron variaciones significativas diarias en la
concentraciéon plasmatica de colesterol. Sin embargo, el grupo melatonina muestra
una tendencia en un aumento de los niveles circulantes de colesterol plasmatico
durante la fase oscura del fotoperiodo (con unos valores maximos a las 05:00
horas), mientras que en el grupo control se observa el efecto contrario (Tabla ).

En el grupo control, los niveles plasmaticos de colesterol, no presentan
diferencias significativas de los valores obtenidos en la fase luminosa del fotoperiodo
con respecto al periodo oscuro. Sin embargo, en el grupo tratado con melatonina, se
produce un aumento significativo de la concentracion de los niveles plasmaticos de
colesterol durante la fase oscura del fotoperiodo (F=4.614 p=0.042), al compararlo

con los valores obtenidos en la fase luminosa.
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El tratamiento con melatonina, sin embargo, no modificé el valor medio diario

de los niveles plasmaticos de colesterol con respecto al grupo control.

Variaciones diarias de la concentracién de triglicéridos en plasma

El patrén diario de los niveles de triglicéridos en plasma de ratas macho
adultas alimentadas con una dieta de mantenimiento y tratadas o no durante 9
semanas con melatonina se muestra en la gréafica 4.

El grupo control no presenta variaciones plasmaticas de triglicéridos a lo largo
del dia, mientras que el grupo tratado con melatonina si presenta cambios diarios

significativos (F=4,464 p=0,006), con un minimo a las 21:00 horas.
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Gréfica 4. Patron diario de los niveles de triglicéridos en plasma de ratas macho adultas alimentadas
con una dieta control de mantenimiento, tratadas o no con melatonina durante 9 semanas. 8 ratas,
por horario y grupo, se sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24
horas, comenzando a las 09:00 horas. La barra indica la duraciéon del periodo de oscuridad. Se
muestran los valores medios + EEM. La letra indica la existencia de diferencias significativas (p<0,05)
entre los valores plasmaticos de triglicéridos de los grupos estudiados en un punto del horario (*grupo
control frente al grupo tratado con melatonina). El analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA de

una via.
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Los animales tratados con melatonina en el agua de bebida, presentan
concentraciones plasmaticas de triglicéridos, inferiores durante la fase oscura,
respecto a la fase luminosa (F=10,642 p=0,003); no encontrandose diferencia, entre
los valores medios de ambas fases del fotoperiodo, en el grupo control. Sin
embargo, los niveles plasméticos medios diarios de triglicéridos disminuyen
significativamente en el grupo tratado con melatonina frente a los valores obtenidos
en el grupo control (F=8,128 p=0,006).

Variaciones diarias en las concentraciones plasméaticas de proteinas totales
En la grafica 5 se muestran las variaciones diarias de la concentracion de
proteinas totales en plasma de ratas macho adultas alimentadas con una dieta

control, tratadas o no con melatonina durante 9 semanas.
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Gréfica 5. Patron diario de los niveles de proteinas totales en plasma de ratas macho adultas,
alimentadas con una dieta control de mantenimiento, tratadas o no con melatonina, durante 9
semanas. 8 ratas, por horario y grupo, se sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas
durante un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00 horas. La barra indica la duracion del periodo
de oscuridad. Se muestran los valores medios + EEM. La letra indica la existencia de diferencias
significativas (p<0,05) de los valores medios plasmaticos de proteinas totales entre los grupos
estudiados en un punto del horario (* grupo control frente a grupo melatonina). El analisis estadistico

se realiz6 mediante ANOVA de una via.
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El grupo control, mostré diferencias significativas en funcién del tiempo
(F=3,256 p=0,022) en la concentracion plasmatica de proteinas totales, con dos
maximos a las 13:00 y a las 21:00 horas. Sin embargo, en el grupo tratado con
melatonina, estas diferencias desaparecen.

El grupo tratado con melatonina, muestra diferencias significativas durante el
fotoperiodo. Observandose una tendencia a la disminucién en la concentracion
plasmatica media de proteinas totales en el periodo oscuro del fotoperiodo, al
compararlo con los valores obtenidos durante la fase luminosa (F=4,232 p=0,049). El
tratamiento con melatonina redujo la concentracion media diaria del parametro

estudiado frente al grupo control (F=4,011 p=0,047).

4.1.6 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante nueve semanas, sobre
los niveles medios de concentracién de hormonas en plasma, durante la fase
luminosay lafase oscura del fotoperiodo

En la Tabla 11, se presentan los niveles plasmaticos medios obtenidos
durante la fase luminosa y la fase oscura del fotoperiodo de insulina, leptina y
adiponectina, en ratas macho adultas, tratadas o no con melatonina durante 9

semanas y alimentadas con una dieta de mantenimiento.

Tabla 11. Se muestran los valores medios + EEM de los niveles de concentracién plasmatica
de insulina, leptina y adiponectina, durante la fase luminosa y la fase oscura del fotoperiodo, de los

grupos estudiados.

Control Melatonina
Dia Noche Dia Noche
Insulina pg/mL 329,29 + 39 392,68 + 35,78 239,06 + 45,7 224,12 + 48,48
Leptina pg/mL 6318,27 + 452,25 6372,41 + 490,05 8079,76 + 756,35 7341,83 + 484
Adiponectina pg/mL 28,06 = 2,96 26,55 + 1,97 26,56 4,27 3359+4
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4.1.7 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante nueve semanas, sobre
las variaciones diarias en los niveles de concentracion plasmatica de insulina,

leptinay adiponectina

Variaciones diarias de las concentraciones plasmaticas de insulina

En la grafica 6, se muestra el patron de concentracion de los niveles
plasmaticos de insulina en ratas macho adultas alimentadas con una dieta de
mantenimiento, tratadas o no, durante 9 semanas con melatonina.

La concentracion plasmatica de insulina en el grupo control varia
significativamente a lo largo del dia (F=12,318 p<0,001), con un minimo a las 17:00
horas. Sin embargo, el grupo tratado con melatonina no presenta variaciones diarias

significativas.
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Gréafica 6 Variaciones diarias de la concentracién de insulina plasmatica en ratas macho adultas,
alimentadas con una dieta control de mantenimiento, tratadas o no durante 9 semanas con
melatonina. 8 animales por horario y grupo, se sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas
durante un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09: 00 horas. La barra indica la duracién del periodo
de oscuridad. Se muestran las medias + EEM. Las letras indican la existencia de diferencias
significativas (p<0,05) en la concentracion de insulina entre los dos grupos de animales estudiados en
un punto del horario ¢ grupo control frente al grupo tratado con melatonina). Los analisis estadisticos

se realizaron con ANOVA de una via.
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Ninguno de los grupos muestra diferencias significativas entre los niveles
medios de insulina en la fase luminosa y la fase oscura del fotoperiodo. Sin
embargo, al considerar los valores medios diarios se observa un efecto inhibitorio en
los animales tratados con melatonina, al compararlos con los valores del grupo
control (F= 8,893 p=0,004).

Variaciones diarias de las concentraciones plasmaticas de leptina

Las concentraciones a lo largo del dia, de los niveles plasmaticos de leptina
en plasma de ratas macho adultas alimentadas con una dieta de mantenimiento,
tratadas o no conmelatonina durante 9 semanas, se muestran en la grafica 7.

NoO se observan variaciones significativas en las concentraciones circulantes

de leptina en funcién del tiempo, en ninguno de los grupos estudiados.
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Grafica 7. Se muestran los cambios diarios en niveles plasmaticos de leptina, a lo largo del dia, en
ratas macho adultas alimentadas con una dieta control de mantenimiento, tratadas o no con
melatonina durante 9 semanas. 8 ratas, por horario y grupo, se sacrificaron por decapitacién en
intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24 horas, empezando a las 09:00 horas. La barra indica la
duracién del periodo de oscuridad. Se muestran las medias + EEM. Las letras indican la existencia de
diferencias significativas (p<0,05) de las concentraciones de leptina plasmatica entre los grupos
estudiados en un punto horario { grupo control frente al grupo tratado con melatonina). Los anélisis

estadisticos se realizaron con ANOVA de una via.
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No se registraron diferencias significativas en los valores medios de
concentracion de la hormona entre la fase luminosa y la fase oscura del fotoperiodo
en los dos grupos de animales tratados.

Sin embargo, el tratamiento con melatonina en el agua de bebida, produjo un
aumento significativo de los valores medios diarios de leptina frente al grupo control
(F=5,45 p=0,022).

Variaciones diarias de la concentracion plasmatica de adiponectina
En la grafica 8, se muestra el patron diario de las concentraciones
plasméticas de adiponectina en ratas macho adultas, alimentadas con una dieta

control de mantenimiento, tratadas o no con melatonina durante 9 semanas.
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Gréafica 8 Cambios diarios en los niveles plasmaticos de adiponectina en ratas macho adultas,
alimentadas con una dieta control de mantenimiento, tratadas o no con melatonina durante 9
semanas. 8 ratas por horario y grupo se sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas
durante un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00 horas. La barra indica la duracién del periodo
de oscuridad. Se muestran las medias + EEM. La letra indica la existencia de diferencias significativas
(p<0,05) entre las concentraciones de adiponectina entre los grupos de animales estudiados en un
punto del horario (* grupo control frente al grupo tratado con melatonina). Los analisis estadisticos se

realizaron con ANOVA de una via.
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En el grupo control, la concentracion circulante de adiponectina no presenta
variaciones significativas a lo largo del dia. Sin embargo, la concentracién de este
parametro si muestra diferencias significativas en el grupo tratado con melatonina
(F=2,772 p=0,048), con un maximo a las 05:00 horas.

Las concentraciones de adiponectina en plasma, no muestran diferencias
significativas en el grupo control de la hormona de las dos fases del fotoperiodo ni en
sus niveles medios diarios tanto en animales controles como tratados con

melatonina.

4.1.8 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante nueve semanas, sobre
los niveles de expresidon génica relativa de genes, en hipotdlamo medio basal,
durante la fase luminosay la fase oscura del fotoperiodo

En la Tabla 12, se presenta los niveles medios de expresion génica relativa de
los genes NPY, POMC, PrRP, LepR, IR, IRS-1 y IRS-2, en hipotdlamo medio basal,
obtenidos durante la fase luminosa y la fase oscura del fotoperiodo, en ratas macho
adultas, tratadas o no con melatonina durante 9 semanas y alimentadas con una
dieta de mantenimiento.

Tabla 12. Se presentan los niveles de expresién relativa de los genes en estudio, en hipotalamo
medio basal, en ratas macho adultas, alimentadas con dieta de mantenimiento, tratadas o no con
melatonina durante 9 semanas. Se muestran los valores medios + EEM. Se representa en negritas
las diferencias significativas entre los valores obtenidos en la fase luminosa y en la fase oscura del

fotoperiodo de cada grupo.

Control Melatonina
Expresion relativa Dia Noche Dia Noche
Neuropéptido Y (NPY) 1,01 £ 0,06 1,21 +£0,17 0,983 +£0,14 0,9379 £ 0,116
Proopiomelanocortina (POMC) 1,56 +0,18 344+04 1,62 +0,16 1,62 +0,27
Péptido regulador Secretor de
Prolactina ( PrRP) 1,10 £0,10 2,68 £0,175 1,42 £0,144 1,72 £ 0,144
Receptor de leptina (LepR) 1,78 £ 0,20 3,616 + 0,50 2,41+0,18 2,87 £ 0,26
Receptor de Insulina (IR) 0,96 + 0,13 1,57 £ 0,25 0,783 £0,179 0,6257 + 0,069
Sustrato del Receptor de
Insulina-1 (IRS-1) 1,10 £0,15 1,028 £ 0,17 1,059 + 0,17 1,07+0,18
Sustrato del Receptor de
Insulina-1 (IRS-2) 0,856 * 0,15 1,70+ 0,10 0,7604 = 0,15 1,18 0,085
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4.1.9 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante nueve semanas, sobre
las variaciones diarias en la expresion génica relativa de genes, en hipotalamo

medio basal

Variaciones diarias de la expresion génica relativa del Neuropéptido Y (NPY) en
hipotalamo medio basal

La expresion génica relativa de NPY en el hipotalamo medio basal de
animales adultos alimentados con dieta de mantenimiento, tratadas o no con
melatonina, durante 9 semanas, se muestra en la gréfica 9.

Los resultados muestran variaciones significativas, en funcion del tiempo, en
los valores de expresion génica relativa de NPY de ambos grupos (F=6,188 p=0,001

y F=1,288 p<0,001, grupo control y grupo tratado con melatonina respectivamente).
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Grafica 9. Diferencias en la expresion génica relativa de NPY, a lo largo del dia, en hipotalamo medio
basal de ratas macho adultas, alimentadas con una dieta de mantenimiento, tratadas o no con
melatonina, durante 9 semanas. 8ratas, por grupo y horario £ sacrificaron por decapitacion en
intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00 horas. La barra indica la
duracion del periodo de oscuridad. Se muestran las medias + EEM. Las letras indican la existencia de
diferencias significativas (p<0,05) en los valores de la expresion génica relativa de NPY, entre los
grupos de animales estudiados en un horario del fotoperiodo { grupo control frente al grupo tratado

con melatonina). Los analisis estadisticos se realizaron con un ANOVA de una via.
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En el grupo control el patron diario de expresion relativa de este gen muestra
un maximo a las 01:00 horas, mientras que los animales tratados con melatonina se
produce un adelanto de fase de 4 horas, del valor maximo, hasta las 21:00 horas.

No se observaron diferencias significativas en la expresion génica relativa
media de NPY en funcién de las fases del fotoperiodo en ninguno de los grupos
estudiados. Tampoco se encontraron diferencias en los valores medios diarios de
este gen medidos en el grupo tratado con melatonina al compararlos con los valores

medidos en el grupo control.

Variaciones diarias de la expresién génica relativa de Proopiomelanocortina
(POMC) en hipotalamo medio basal

La Grafica 10, muestra el patron diario de los niveles de expresion génica
relativa de POMC en hipotalamo medio basal de ratas macho adultas, alimentadas
con una dieta de mantenimiento, tratadas o no con melatonina durante 9 semanas.

Los niveles relativos de la expresion génica relativa de POMC en el
hipotdlamo medio basal varian a lo largo del dia en el grupo control (F= 23,863
p<0,001), con un maximo a las 01:00 horas, no mostrando estas diferencias, en
funcién del tiempo, el grupo tratado con melatonina.
Durante la fase oscura del fotoperiodo, se observa en el grupo control, un
incremento significativo en los valores de expresidn génica relativa media del
neuropéptido (F=17,858 p<0,05), al compararlo con los valores obtenidos en la fase
luminosa. Sin embargo, no se detectaron diferencias de valores medios entre el
periodo luminoso y el oscuro del fotoperiodo, en el grupo tratado con melatonina

Los valores medios de la expresion génica relativa diaria de POMC
disminuyen significativamente en el grupo tratado con melatonina frente al grupo
control no tratado (F= 7,419 p=0,009).
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Gréfica 10. Expresion relativa del gen POMC en el hipotadlamo medio basal de ratas macho adultas,
alimentadas con una dieta de mantenimiento, tratadas o no con melatonina, durante 9 semanas. 8
ratas, por horario y grupo, se sacrificaron por decapitacién en intervalos de 4 horas durante un ciclo
de 24 horas, comenzando a las 09:00 horas. La barra indica la duracién del periodo de oscuridad. Se
muestran las medias + EEM. Las letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0,05) en
los valores de la expresiéon génica relativa de POMC { grupo control frente al grupo tratado con
melatonina) entre los grupos experimentales en un punto horario del fotoperiodo. Los analisis

estadisticos se realizaron con ANOVA de una via.

Variaciones diarias de la expresion génica relativa del Péptido regulador
Secretor de Prolactina (PrRP) en hipotalamo medio basal

En la Gréfica 11, se muestran los patrones diarios de la expresién génica
realtiva de PrRP en el hipotdlamo medio basal de animales adultos alimentados con
dieta de mantenimiento, tratados con melatonina, durante 9 semanas.

Se muestran variaciones significativas de la expresion relativa del gen PrRP
en funcion del tiempo tanto en animales controles como en los tratados con
melatonina (F=13,406 p<0,001 y F=3,279 p<0,05, respectivamente).

El grupo control muestra un patrén diario con valores maximos durante la fase
oscura del fotoperiodo que se mantiene entre las 21:00 h y 05:00h, siendo las

variaciones significativas en funcion del tiempo (F=58,849 p<0,001). Sin embargo,
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en el grupo tratado con melatonina no se muestran diferencias significativas durante
el fotoperiodo.

No se observaron diferencias significativas entre los valores medios de
expresion relativa de PrRP hipotalamico de los dos grupos de animales estudiados.
Sin embargo, puntualmente, los resultados muestran una disminucién de la
expresion relativa del gen PrRP en el grupo tratado con melatonina, a las 21:00 y
01:00 horas (F=4,906 p=<0,05, F=166,401 p<0,001).
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Grafica 11. Diferencias de la expresion relativa del gen PrRP hipotalamico en ratas macho adultas,
alimentadas con una dieta de mantenimiento, tratadas o no con melatonina, durante 9 semanas. 8
ratas se sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24 horas,
comenzando a las 09:00 horas. La barra indica la duracién del periodo de oscuridad. Se muestran las
medias + EEM. Las letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0,05) en la expresion
génica relativa, entre los grupos de animales tratados en un horario del fotoperiodo ¢ grupo control
frente a grupo melatonina).Los andlisis estadisticos se realizaron con ANOVA de una via, seguidos

de un test de Bonferroni de comparacion.

Variaciones diarias en la expresion génica relativa del Receptor de Leptina
(LepR) en hipotalamo medio basal
Las variaciones diarias en la expresion génica relativa de LepR en el

hipotdlamo medio basal de ratas macho adultas, alimentadas con una dieta de
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mantenimiento, tratadas o no con melatonina, durante 9 semanas, se muestran en la
gréafica 12.

En ella, se observa una variacion significativa de la expresion relativa de este
gen en funcidon del tiempo, tanto en animales control como en los tratados con
melatonina (F=47,551 p<0,0001 y F=6,751 p=0,001, respectivamente).
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Gréfica 12. Expresion relativa del gen LepR en el hipotdlamo medio basal de ratas macho adultas,
alimentadas con una dieta de mantenimiento, tratadas o no con melatonina, durante 9 semanas. 8
ratas, por horario y grupo, se sacrificaron por decapitacién en intervalos de 4 horas durante un ciclo
de 24 horas, comenzando a las 09:00 horas. La barra indica la duracién del periodo de oscuridad. Se
muestran las medias + EEM. Las letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0,05) en
la expresion génica relativa, entre los grupos de animales estudiado en un punto del horario (% grupo
control frente d grupo tratado con melatonina). Los andlisis estadisticos se realizaron con ANOVA de

una via

El grupo control presenta un patron diario de expresion relativa del LepR, con
valores maximos entre las 01:00 y las 05:00 horas. Sin embargo, en el grupo tratado
con melatonina, la expresion relativa de este parametro muestra dos minimos a las
09:00 y a las 21:00 horas.

El grupo control muestra un incremento significativo en la expresion media
relativa de este gen durante la fase oscura del fotoperiodo con respecto a los valores

obtenidos en la fase luminosa (F=3,953 p<0,05). Sin embargo, en los animales
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tratados con melatonina no se encuentran diferencias significativas entre las dos
fases del fotoperiodo.
El tratamiento con melatonina, no modifico la expresion media relativa diaria

del gende LepR al compararla con la mostrada por el grupo control.

Variaciones diarias de la expresion génica relativa del Receptor de Insulina (IR)
en hipotdlamo medio basal

Los \alores diarios de la expresion geénica relativa de IR en el hipotalamo
medio basal de los animales alimentados con dieta de mantenimiento, tratados o no

con melatonina, durante 9 semanas se muestran en la gréafica 13.

—@— Control - -+ - Melatonina

Expresion relativa IR

09:00 13:00 17:00 21:00 01:00 05:00 09:00
Horas

Gréfica 13. Diferencias de la expresion relativa del gen IR en el hipotalamo medio basal de ratas
macho Wistar, alimentadas con una dieta control de mantenimiento tratadas con melatonina. 8 ratas,
por horario y grupo, se sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24
horas, comenzando a las 09:00 toras. La barra indica la duracidon cl periodo de oscuridad. Se
muestran las medias £+ EEM. Las letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0,05) en
la expresién génica relativa de IR, entre los grupos de animales en un punto del horario { grupo
control frente a grupo tratado con melatonina). Los analisis estadisticos se realizaron con ANOVA de

una via
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La expresion relativa del gen IR, de los animales control no presenta
variaciones significativas en funcién del tiempo. Sin embargo, aparecen cambios
significativos en funcién del tiempo en el grupo de animales tratados con melatonina,
(F=11,564 p<0,001).

El patron de IR muestra un maxmo a las 09:00 horas con valores bajos desde
las 13:00 horas hasta las 05:00 horas en el grupo tratado con melatonina mientras
gue el grupo control muestra tendencias opuestas.

Los animales control presentan una mayor expresion relativa media de este
gen durante el fotoperiodo oscuro comparado con los valores obtenidos durante la
fase luminosa (F=4,895 p<0,05), mientras que el grupo tratado con melatonina, no
muestra diferencias significativas de los valores medios de expresion génica de IR
en ambas fases del fotoperiodo.

Los animales tratados con melatonina, muestran valores diarios medios menores en
la expresion relativa de IR al compararlos con los valores obtenidos en el grupo
control (F= 9,612 p=0,003).

Variaciones diarias de la expresion génica relativa del Sustrato del Receptor de
Insulina-1 (IRS-1) en hipotalamo medio basal

Las dferencias diarias en la expresion relativa de IRS-1 en el hipotalamo
medio basal de ratas macho adultas alimentadas con una dieta de mantenimiento,
tratadas o no con melatonina, durante 9 semanas, se muestra en la grafica 14.

Los resultados no muestran variaciones significativas en la expresion relativa
del gen IRS-1 en funcién del tiempo en el grupo control. Sin embargo estas
diferencias aparecen en el grupo tratado con melatonina (F=8,651 p<0,0001), con
dos valores maximos a las 09:00 y a las 21:00 horas.

Los grupos experimentales, no mostraron diferencias significativas entre las
medias de valores en los fotoperiodos oscuro y luminoso. Tampoco se observaron
diferencias significativas entre los valores medios diarios de la expresion génica

relativa de IRS-1 entre los grupos estudiados
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Gréfica 14. Diferencias de la expresion relativa del gen IRS-1 hipotaldmico en ratas macho adultas,
alimentadas con una dieta de mantenimiento, tratadas o no con melatonina, durante 9 semanas. 8
ratas, por grupo y horario, se sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas durante un ciclo
de 24 horas, comenzando a las 09:00 horas. La barra indica la duracién del periodo de oscuridad. Se
muestran las medias + EEM. Las letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0,05) en
la expresion génica relativa, entre los grupos estudiados en un horario del fotoperiodo ( grupo control
frente a grupo tratado con melatonina). Los analisis estadisticos se realizaron con ANOVA de una

via.

Variaciones diarias en la expresion génica relativa de sustrato del Receptor de
Insulina-2 (IRS-2) en hipotalamo medio basal

El resultado del estudio de las variaciones diarias en la expresion relativa de
IRS-2 en el hipotalamo medio basal de ratas macho adultas, alimentadas con dieta
de mantenimiento, tratadas o no con melatonina, durante 9 semanas se muestra en
la grafica 15.

Los resultados muestran variaciones significativas de la expresion relativa del
gen IRS-2 en funcién del tiempo tanto en animales controles como en los tratados
con melatonina (F=10,864 p<0,0001 y F=8,151 p<0,0001, respectivamente). Ambos
grupos presentan patrones similares de expresion relativa de IRS-2 a lo largo del
dia, con un minimo a las 13:00 horas. Ademas, en el grupo control aparece un

maximo de expresion de este gen a las 05:00 horas.
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Gréfica 15. Diferencias en la expresion relativa de IRS-2 hipotalamico en ratas macho adultas,
alimentadas con una dieta de mantenimiento, tratadas o no con melatonina, durante 9 semanas.
Ocho ratas por horario y grupo, se sacrificaron por decapitaciéon durante 24 horas, comenzando a las
09:00 toras. La barra indica la duracién del periodo de oscuridad. Se muestran las medias + EEM.
Las letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0,05) en la expresion génica relativa,
entre los grupos de animales estudiados en un punto del horario del fotoperiodo (* grupo control frente
al grupo tratado con melatonina). Los andlisis estadisticos se realizaron con ANOVA de una via,

seguidos de un test de Bonferroni de comparacién mdltiple.

En el grupo control se muestra un incremento en la expresion geénica relativa
media en la fase oscura del fotoperiodo al compararlo con el valor obtenido en la
fase luminosa (F=20,932 p<0,0001). Este mismo efecto se muestra en el grupo
tratado con melatonina aunque es de menor entidad (F=5,757 P<0,05).

El tratamiento con melatonina durante 9 semanas, reduce significativamente

la expresion relativa de los valores medios diarios del gen IRS-2 (F=4,486 p=0,039).
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Bloque 2

4.2 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante 11 semanas, en

ratas macho adultas alimentadas con una dieta hipergrasa

4.2.1Ingesta de alimentos y consumo de agua

Para la realizacion del presente estudio, se utilizd una dieta de
mantenimiento estandar, que aportdé 2,9 Kilocalorias/gramo ingerido, que
corresponde al grupo control; y una dieta hipergrasa que aporté un contenido
caldrico de 5,4 Kilocalorias/gramo ingerido, para el grupo de ratas obesas.

No se encontraron diferencias en la cantidad de comida ingerida ni por el
grupo control (18 +1 gramos/dia) ni el que tomaba una dieta hipergrasa (20 +2
gramos/dia). Como ya se describia en el apartado anterior, el tratamiento con
melatonina no modifico la cantidad de comida ingerida ni en el grupo control
(19 = 2 gramos/dia) ni en el grupo alimentado con la dieta hipergrasa (20 £1
gramos/dia).

Por otro lado, el que no hubiese diferencias en la cantidad de ingesta de
alimentos, entre los grupos en estudio, se acompafié de un volumen similar de
agua ingerida por los dos grupos. De hecho, los animales controles tomaron
18+1 mL/dia mientras que las ratas que tomaban la dieta hipergrasa bebieron
20+1 mL/dia. El tratamiento con melatonina en ambos grupos no modifico el
volumen de agua/dia (18 £2 y 20+2 mL/dia, respectivamente).

4.2.2 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante once semanas
sobre la evolucion semanal del peso

En la gréfica 16, se muestra el incremento en porcentaje del peso
corporal en ratas macho adultas alimentadas con una dieta de mantenimiento o
con una dieta hipergrasa, tratadas o no en paralelo con melatonina en el agua

de bebida, durante 11 semanas.
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Grafica 16. Incremento del peso en ratas macho adultas, alimentadas con una dieta control
(4% grasa) o una dieta alta en grasa (35%), tratadas o no en paralelo con melatonina durante
11 semanas. Se muestran los valores de cada grupo, como la media + EEM. Las letras indican
la existencia de diferencias significativas (p<0,05) del incremento de peso entre los grupos de
animales analizados en cada semana. 48 animales por grupo.(* grupo control comparado con el
grupo alimentado con dieta hipergrasa, b grupo control frente a grupo alimentado con dieta
hipergrasa tratado con melatonina y © grupo alimentado con una dieta hipergrasa comparado
con el grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado con melatonina). El andlisis estadistico se
realizé mediante un ANOVA univariante. Posteriormente, un test de Bonferroni de comparacién

multiple.

La ingesta de una dieta con un contenido en grasa alto, indujo un
incremento significativo del peso corporal porcentual desde el comienzo del
experimento (¢ F=14,1 p=0,0001), respecto a los datos obtenidos en el grupo
control. El incremento de peso porcentual, llegd a ser de hasta un 55% de
aumento comparado con los valores mostrados en las ratas control a las 11
semanas de comenzar a tomar la dieta hipergrasa. Sin embargo, los animales
gue ingirieron dieta hipergrasa en paralelo con la administracion de melatonina

en el agua de bebida, redujeron la ganancia de peso corporal desde la segunda
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semana del tratamiento, comparado con los incrementos de peso porcentual
medidos en los animales que ingirieron solo dieta hipergrasa, siendo visible
esta disminucion hasta la semana 11, después del comienzo del disefio
experimental. Los valores de incremento de peso, obtenidos en el grupo de
ratas alimentadas con una dieta hipergrasa, tratadas con melatonina,
permanecen elevados con respecto al grupo control (° F=13,73 p<0,01),
aunque las diferencias son menos evidentes que cuando se compara con el

grupo con dieta hipergrasa.

4.2.3. Efecto de un tratamiento con melatonina, durante once semanas,
sobre los niveles medios de concentraciéon de glucosa en sangre y
colesterol, triglicéridos y proteinas totales en plasma durante la fase
luminosay lafase oscura del fotoperiodo

Se presenta la concentracion media obtenida durante la fase luminosa y
la fase oscura del fotoperiodo de glucosa en sangre, colesterol, triglicéridos y
proteinas totales en plasma, en ratas macho adultas, tratadas o no en paralelo
con melatonina durante 11 semanas y alimentadas con una dieta de

mantenimiento (Tabla 13).

Tabla 13. Valores medios + EEM de los niveles plasmaticos de los parametros
plasmaticos estudiados. Se representa en negritas las diferencias significativas entre los
valores obtenidos en la fase luminosa y en la fase oscura del fotoperiodo de cada grupo,

detalladas en los siguientes apartados.

Control Dieta hipergrasa Dieta hipergrasa-Melatonina
Dia Noche Dia Noche Dia Noche |
Glucosamg/dl 95,33+2,20 78,53+2,41 115,86+3,04 90,92+3,97 101,4+2,79 84,5+3,18
Colesterol mg/dL 71,09+4,34 63,28+3,9 121,1446,25 120,55+6,58 89,12+2,69 91,52+2,83
Triglicéridos mg/dL 183,88+16,97 155,59+30 345,38+25,8 395,54+42,18 248,68+31,47 232,35+21,95
Proteinas total
o er':;/S M 7,81£0,21 7,36£0,28 10,910,52 8,76£0,32 9,97+0,54 8,1840,283
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424 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante once semanas

sobre las variaciones diarias de los niveles sanguineos de glucosa

La concentracion de glucosa en sangre de los animales del grupo control
y de los grupos con dieta alta en grasa tratados o no en paralelo con

melatonina, durante 11 semanas, se presenta en la grafica 17.
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Gréafica 17. Patron diario de los niveles de glucosa en sangre de ratas macho adultas,
alimentadas con una dieta control y dieta hipergrasa. Un grupo de animales alimentados con
dieta hipergrasa fueron tratados en paralelo con melatonina, durante 11 semanas. Ocho
animales por cada horario y grupo se sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas
durante un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00 foras. La barra indica la duracion cel
periodo de oscuridad. Se muestran los valores medios + EEM de cada grupo. Las letras indican
la existencia de diferencias significativas (p<0,05) de los valores de glucosa entre los grupos de
animales analizados en un punto horario (* grupo control comparado con el grupo alimentado
con dieta hipergrasa, b grupo control frente a grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado con
melatonina y ¢ grupo alimentado con una dieta hipergrasa comparado con el grupo alimentado
con dieta hipergrasa tratado con melatonina). El analisis estadistico se realiz6 mediante un

ANOVA de una Via; seguido de un test de Bonferroni de comparacion maltiple.
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Se observa una variacion significativa de los niveles sanguineos de
glucosa en funcion el tiempo, tanto en animales control, como en los animales
alimentados con dieta alta en grasa tratados o no en paralelo con melatonina
(F=15,244 p=0,001, F=2,786 p=0,041 y F=6,276 p=0,001, control, dieta
hipergrasa tratadas o no en paralelo con melatonina respectivamente). El
patrén diario de los niveles plasmaticos de glucosa es similar en los tres grupos
de animales, con los valores mas bajos entre las 01:00 y las 05:00 horas.

Las concentraciones medias de glucosa, durante la fase oscura del
fotoperiodo, disminuyeron significativamente respecto a los valores medidos en
el fotoperiodo luminoso en los tres grupos estudiados (F=55,003 p<0,001,
F=15,697 p<0,001 y F=25,234 p<0,001, control, alimentadas con dieta
hipergrasa tratadas o no en paralelo con melatonina, respectivamente).

Los animales alimentados con dieta hipergrasa, Unicamente, muestran valores
medios diarios circulantes de glucosa mayores, que el grupo control (F=24,697
p<0,001). Sin embargo, la administracion en paralelo de melatonina en el grupo
de animales con dieta hipergrasa, disminuye significativamente la
concentracion plasmatica de glucosa frente al grupo alimentado con una dieta
hipergrasa unicamente (F=5,423 p=0,024), hasta alcanzar valores proximos a

los encontrados en los animales alimentados con una dieta de mantenimiento.

4.2.5 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante once semanas, en
ratas macho adultas alimentadas con una dieta hipergrasa, sobre las
variaciones diarias de las concentraciones plasmaticas de colesterol,

triglicéridos y proteinas totales

Variaciones diarias de los niveles plasmaticos de colesterol

El patron diario de los niveles de colesterol en plasma de ratas macho
adultas, alimentadas con una dieta de mantenimiento o una dieta hipergrasa y
un grupo de ratas alimentadas con una dieta hipergrasa ytratadas en paralelo
con melatonina durante 11 semanas, se muestra en la gréafica 18.

El grupo control y el grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado o no
con melatonina, no presentan variaciones significativas de los niveles

plasmaticos de colesterol en funcion del tiempo. Sin embargo, el grupo
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alimentado con dieta hipergrasa Unicamente, si muestra diferencias
significativas en funcién del tiempo (F=2,664 p=0,048), y se observa un maximo

de concentracion, a las 09:00 horas.
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Gréfica 18. Patron diario de los niveles de colesterol en plasma de ratas macho adultas,
alimentadas con una dieta control y dieta hipergrasa. Un grupo de animales alimentados con
dieta hipergrasa fueron tratados en paralelo con melatonina, durante 11 semanas. Ocho
animales por horario y grupo se sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas durante
un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00 horas. La barra indica la duracién del periodo de
oscuridad. Se muestran los valores medios + EEM de cada grupo. Las letras indican la
existencia de diferencias significativas (p<0,05) de los valores de colesterol entre los grupos de
animales analizados en un punto horario (* grupo control comparado con el grupo alimentado
con dieta hipergrasa, b grupo control frente a grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado con
melatonina y © grupo alimentado con una dieta hipergrasa comparado con el grupo alimentado
con dieta hipergrasa tratado con melatonina). El analisis estadistico se realiz6 mediante un

ANOVA de una via, seguido de un test de Bonferroni de comparacién multiple.

Los grupos control y alimentados con dieta hipergrasa tratadas o no en

paralelo con melatonina en el agua de bebida, no mostraron variaciones
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significativas en la concentracion plasmética media de colesterol entre las fases
luminosa y oscura del fotoperiodo.

La ingesta de una dieta rica en grasa induce un aumento significativo de los
niveles medios diarios circulantes de colesterol, frente al valor medido en el
grupo control (F=97,945 p <0,001). Asimismo, los niveles plasmaticos medios
diarios de colesterol en los animales alimentados con dieta hipergrasa, tratados
en paralelo con melatonina muestran un incremento en los niveles plasmaticos
frente al grupo control (F=37,195 p<0,001). Sin embargo, en este ultimo grupo,
el tratamiento con melatonina, disminuyo significativamente los valores medios
diarios de colesterol, frente a los animales alimentados con dieta hipergrasa
Unicamente (F=37,499 p=<0,001). Como se observa en la gréafica el tratamiento
con melatonina parcialmente normaliza los niveles circulantes de este

parametro.

Variaciones diarias de la concentracion de triglicéridos en plasma

En la gréfica 19, se muestran los niveles de triglicéridos en plasma de
ratas macho adultas alimentadas con una dieta de mantenimiento o con una
dieta hipergrasa y un grupo de ratas alimentadas con dieta hipergrasa tratadas
con melatonina durante 11 semanas.

Ninguno de los grupos estudiados presentd variaciones plasmaticas de
triglicéridos en funcion del tiempo.

El grupo alimentado con dieta hipergrasa y melatonina en el agua de
bebida, muestra un incremento de los niveles del lipido en la fase oscura del
fotoperiodo (F=5,937 p=0,022), mientras que el grupo que solo ingiri0 dieta
hipergrasa y los animales del grupo control, solo presentaron una tendencia al
incremento de los niveles en el periodo oscuro, sin llegar a ser significativas
estas diferencias.

Tampoco variaron los valores circulantes de triglicéridos en plasma al
comparar la fase luminosa y la fase de oscuridad del fotoperiodo en los tres
grupos experimentales.

La concentracion media diaria de triglicéridos de los animales con dieta
hipergrasa, tratados en paralelo o no con melatonina, aumentan

significativamente frente a los valores obtenidos en el grupo control (F=45,708
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p=0,000 y F=7,881 p=0,007, respectivamente). No obstante, los animales
alimentados con dieta hipergrasa y tratados en paralelo con melatonina,
disminuyeron significativamente la concentracion media de triglicéridos
plasmaticos, frente al grupo alimentado con dieta hipergrasa uUnicamente
(F=17,435 p<0,001), indicando la existencia de una normalizacién parcial de los

efectos deletéreos inducidos por la dieta hipergrasa.
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Gréfica 19. Patron diario de los niveles de triglicéridos en plasma de ratas macho adultas
alimentadas con una dieta de mantenimiento o con una dieta alta en grasa y un grupo de ratas
alimentadas con dieta hipergrasa y tratada en paralelo con melatonina, durante 11 semanas.
Ocho animales por horario y grupo se sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas
durante un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00 toras. La barra indica la duracion del
periodo de oscuridad. Se muestran los valores medios + EEM de cada grupo. Las letras indican
la existencia de diferencias significativas (p<0,05) de los valores de triglicéridos entre los
grupos de animales analizados en un punto horario (* grupo control comparado con el grupo
alimentado con dieta hipergrasa, b grupo control frente a grupo dimentado con dieta hipergrasa
tratado con melatonina y © grupo alimentado con una dieta hipergrasa comparado con & grupo
alimentado con dieta hipergrasa tratado con melatonina). El analisis estadistico se realizd

mediante un ANOVA de una via, seguido de un test de Bonferroni de comparacion maltiple.
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Variaciones diarias de la concentracion de proteinas plasmaticas totales
En la grafica 20, se muestra la concentracion de proteinas totales en

plasma a lo largo del dia de ratas macho adultas alimentadas con una dieta de

mantenimiento o con una dieta hipergrasa y un grupo de ratas alimentadas con

una dieta hipergrasa, tratadas o no con melatonina, durante 11 semanas.
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Gréfica 20. Patrén diario de los niveles de proteinas totales en plasma de ratas macho adultas
alimentadas con una dieta de mantenimiento o una dieta hipergrasa y un grupo de ratas
alimentadas con dieta hipergrasa y tratadas con melatonina en el agua de bebida, durante 11
semanas. Ocho animales por horario y grupo se sacrificaron por decapitacion en intervalos de
4 horas durante un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00 horas. La barra indica la
duracién del periodo de oscuridad. Se muestran los valores medios + EEM de cada grupo. Las
letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0,05) de los valores de proteinas
totales entre los grupos de animales analizados en un punto horario (* grupo control comparado
con el grupo alimentado con dieta hipergrasa, b grupo control frente a grupo alimentado con
dieta hipergrasa tratado con melatonina y © grupo alimentado con una dieta hipergrasa
comparado con el grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado con melatonina). El analisis
estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de una via, seguido de un test de Bonferroni de

comparacion multiple.
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Los tres grupos estudiados, presentan variaciones significativas en
funcion del tiempo (F=3,256 p=0,022; F=3,577 p=0,015 y F=0,736 p=0,005,
grupo control, grupos alimentados con una dieta hipergrasa tratados en
paralelo o no con melatonina, respectivamente). En el grupo control se
encuentran valores maximos de la concentracion de proteinas plasméaticas a
las 13:00 y a las 21:00 horas. Sin embargo, en el grupo alimentado con una
dieta hipergrasa se observan valores maximos durante el periodo luminoso
(entre las 09:00 y las 17:00 horas). En el grupo de ratas alimentadas con la
dieta hipergrasa y tratados con melatonina se produce un retraso de fase de 4
horas en los valores del maximo de este parametro, hasta las 17:00 horas, con
un incremento marcado en la amplitud del pico al compararlo con el grupo
control.

Los animales alimentados con dieta hipergrasa, tratados en paralelo o
no con melatonina, presentan una disminucion importante en la concentracion
de proteinas totales en el periodo oscuro del fotoperiodo con respecto al
periodo luminoso (F=11,877 p=0,002 y F=8,835 p=0,006, respectivamente). En
el grupo control no se observaron diferencias significativas en los valores
medidos en las dos fases del fotoperiodo.

La concentracion media diaria de las proteinas totales en los animales
que ingirieron una dieta alta en grasa, tratadas o no en paralelo con
melatonina, es significativamente mayor comparada con los valores medidos
en el grupo control (F=31,733 p=0,001 y F=14,870 p=0,001, grupo dieta
hipergrasa tratada en paralelo o no con melatonina, frente al grupo control,
respectivamente).

No se observaron diferencias significativas en las concentraciones
medias entre los grupos alimentados con una dieta hipergrasa tratadas en
paralelo o no con melatonina. Sin embargo, se observa una disminucién
significativa de la concentracion de proteinas totales a las 09:00 horas, en los
animales alimentados con una dieta hipergrasa tratados en paralelo con
melatonina frente al grupo alimentado con una dieta hipergrasa Unicamente
(F=3,563 p=0,0101).
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4.2.6 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante once semanas,
sobre los niveles medios de concentracion de hormonas en plasma,
durante la fase luminosay la fase oscura del fotoperiodo

Se presenta los niveles plasmaticos medios obtenida durante la fase
luminosa y la fase oscura del fotoperiodo de insulina, leptina y adiponectina, en
ratas macho adultas, tratadas o no con melatonina durante 11 semanas y

alimentadas con una dieta de mantenimiento (Tabla 14).

Tabla 14. Se muestran los valores medios + EEM de los niveles de concentracién plasmatica
de insulina, leptina y adiponectina, de los grupos estudiados. Se representa en negritas las
diferencias significativas entre los valores obtenidos en la fase luminosa y en la fase oscura del

fotoperiodo de cada grupo.

Control Dieta hipergrasa Dieta hipergrasa-Melatonina
Dia Noche Dia Noche Dia Noche
Insulina pg/mL 329,29+39 392,68+35,78 670,15+41,95 673,28+41,25 249,82+44.4 340,66+39,52

Leptina pg/mL 6318,27+452,25 6372,41+490,05 14001,504558,0 20150,1+1594,3 12125+706,30 13959,70+1396,4

Adiponectina

pa/mL 28,06+2,96 26,55+1,97 56,10+8,41 89,4946,70 33,56+3,34 46,28+5,41

4.2.7 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante once semanas,
sobre las variaciones diarias en los niveles de concentracion de

hormonas plasmaticas

Variaciones diarias de las concentraciones plasmaticas de insulina

En la gréfica 21 se muestra el patrén diario de los niveles plasmaticos de
insulina de ratas macho adultas, del grupo control y los grupos alimentados con
dieta alta en grasa y el grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado, en
paralelo, con melatonina, durante 11 semanas.

En el grupo control, al igual que en el grupo con dieta hipergrasa, la
concentracion plasméatica de esta hormona, varia significativamente a lo largo
del dia (F=12,318 p<0,001 y F=4,247 p=0,008, respectivamente),
observandose un minimo a las 17:00 horas en el grupo control, mientras que la
ingesta de dieta hipergrasa, produce un adelanto de fase de 4 horas del

minimo encontrado en el grupo control hasta las 13:00 horas. El tratamiento de
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melatonina, a ratas alimentadas con una dieta hipergrasa, induce la
desaparicidon de este ritmo, ya que no se encontraron diferencias significativas
en funcién del tiempo. Sin embargo, los niveles plasmaticos de insulina se van
acercando a los obtenidos en esos mismos horarios en animales controles
salvo a las 09:00 horas, en donde existe una disminucién significativa de los
mismos, al compararlo con los obtenidos en ratas alimentadas con una dieta de
mantenimiento.

—@— Control
- <& - Dieta hipergrasa
-{F- Dgleta hipergrasaéMelatonina

1000 -~
9009 a
800 A
700 A
600 -
500 +
400 A
300 A
200 A
100 A

Insulina pg/mL

09:00 13:00 17:00 21:00 01:00 05:00 09:00
Horas

Grafica 21. Patron diario de los niveles de insulina en plasma de ratas macho adultas,
alimentadas con una dieta control y dieta hipergrasa. Un grupo de animales alimentados con
dieta hipergrasa fueron tratados o no con melatonina, durante 11 semanas. Ocho animales por
horario y grupo se sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24
horas, comenzando a las 09:00 horas, La barra indica la duracion del periodo de oscuridad. Se
muestran los valores medios + EEM de cada grupo. Las letras indican la existencia de
diferencias significativas (p<0,05) de los valores de insulina entre los grupos de animales
analizados en un punto horario, (* grupo control comparado con el grupo alimentado con dieta
hipergrasa, b grupo control frente a grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado con
melatonina y © grupo alimentado con una dieta hipergrasa comparado con el grupo alimentado
con dieta hipergrasa tratado con melatonina). El andlisis estadistico se realizé mediante un

ANOVA de una via, seguido de un test de Bonferroni de comparacion multiple.

Ninguno de los grupos estudiados presentd variaciones plasmaticas de

insulina, al comparar la fase luminosa y la fase de oscuridad del fotoperiodo.
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Los animales alimentados Unicamente con dieta hipergrasa, aumentaron
significativamente los niveles medios plasmaticos de insulina, al compararlo
con el grupo control (F=54,584 p=0,001). Sin embargo, la administracién de
melatonina en paralelo con una dieta hipergrasa, disminuye significativamente
la concentracion plasmatica de insulina frente al grupo alimentado con una
dieta hipergrasa unicamente (F=79,47 p=0,001), hasta alcanzar valores
préximos a los encontrados en los animales alimentados con una dieta de

mantenimiento.

Variaciones diarias de la concentracion plasmaticas de leptina

Las concentraciones plasmaticas de leptina a lo largo del dia, de ratas
macho adultas, del grupo control y del grupo alimentado con dieta hipergrasa y
un grupo de ratas alimentadas con dieta hipergrasa, tratados en paralelo con
melatonina, durante 11 semanas se recogen en la grafica 22.

Sorprendentemente, no se observan variaciones significativas en las
concentraciones circulantes de leptina en funcion del tiempo, en ninguno de los
grupos estudiados.

Durante la fase oscura del fotoperiodo se observa un aumento en la
concentracion de la hormona (F=11,774 p=0,002), al compararlo con los
valores de la fase luminosa en el grupo alimentado con dieta hipergrasa,
Unicamente; mientras que en los grupos restantes no se encuentran diferencias
significativas en los niveles circulantes de leptina entre las dos fases del
fotoperiodo.

La dieta hipergrasa, en los animales tratados o no con melatonina,
aumenta significativamente la concentracion media diaria de leptina, frente a
los datos obtenidos en los animales controles (F=127,97 p<0,001 y F=86,771
p<0,001, ratas alimentadas con dieta hipergrasa y tratadas en paralelo o no
con melatonina, respectivamente). El tratamiento con melatonina en los
animales alimentados con dieta hipergrasa disminuye significativamente la
concentracion media de la hormona al compararlo con los valores de los
animales que ingirieron dieta hipergrasa Unicamente (F=9,454 p=0,003);
aunque éstos no alcanzaron los valores encontrados en el grupo control, como

ocurria para la insulina o la glucosa.
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Gréafica 22. Patrén diario de los niveles de leptina en plasma de ratas macho adultas
alimentadas con una dieta de mantenimiento o con una dieta alta en grasa y un grupo de ratas
alimentadas con dieta hipergrasa con o sin tratamiento en paralelo con melatonina, durante 11
semanas. Ocho animales por horario y grupo se sacrificaron por decapitacion en intervalos de
4 horas durante un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00 horas. La barra indica la
duracion del periodo de oscuridad. Se muestran los valores medios + EEM de cada grupo. Las
letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0,05) de los valores de leptina entre
los grupos de animales analizados en un punto horario (* grupo control comparado con el grupo
alimentado con dieta hipergrasa, b grupo control frente a grupo alimentado con dieta hipergrasa
tratado con melatonina y © grupo alimentado con una dieta hipergrasa comparado con el grupo
alimentado con dieta hipergrasa tratado con melatonina). El andlisis estadistico se realizd

mediante un ANOVA de una via, seguido de un test de Bonferroni de comparacion multiple.

Variaciones diarias de la concentracién plasméaticas de adiponectina

En la grafica 23, se muestra el patron diario de los niveles de
adiponectina plasmética de ratas macho adultas, de los grupos control y de los
grupos alimentados con una dieta alta en grasa y un grupo de ratas

alimentadas con dieta hipergrasa y tratada en paralelo con melatonina, durante
11 semanas.
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El grupo control y el grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado en
paralelo con melatonina, no presentan variaciones significativas en la
concentracion de la hormona en funcién del tiempo, mientras que el grupo de
animales alimentados con dieta hipergrasa, Unicamente, si muestran
variaciones significativas a lo largo del dia (F=3,006 p=0,040), con niveles

maximos comprendidos entre las 21:00 y las 01:00 horas.
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Gréafica 23. Representaciéon de los cambios diarios en los niveles de adiponectina en ratas
macho Wistar alimentadas con una dieta de mantenimiento o una dieta hipergrasa y un grupo
de ratas alimentadas con dieta hipergrasa con o sin tratamiento con melatonina en el agua de
bebida, durante 11 semanas. Ocho animales por horario y grupo se sacrificaron por
decapitacion en intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00
horas. La barra indica la duracion del periodo de oscuridad. Se muestran los valores medios +
EEM de cada grupo. Las letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0,05) de los
valores de adiponectina entre los grupos de animales analizados en un punto horario (% grupo
control comparado con el grupo alimentado con dieta hipergrasa, b grupo control frente a grupo
alimentado con dieta hipergrasa tratado con melatonina y © grupo alimentado con una dieta
hipergrasa comparado con el grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado con melatonina).
El andlisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de una via, seguido ce un test de

Bonferroni de comparacién mdltiple.
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Los animales alimentados con una dieta hipergrasa, presentan un
aumento significativo en los niveles circulantes de adiponectina medios durante
la fase oscura del fotoperiodo (F=8,791 p=0,007), al compararlo con los datos
obtenidos en la fase luminosa del mismo. Sin embargo, los animales que
recibieron dieta de mantenimiento o dieta hipergrasa tratados en paralelo con
melatonina, no presentaron diferencias significativas en los valores medios de
este parametro, entre las dos fases del fotoperiodo.

Los grupos alimentados con dieta hipergrasa, tratados en paralelo o no
con melatonina muestran un aumento significativo de las concentraciones
medias de dicha hormona, frente al grupo control (F=50,213 p<0,001 y F=9,758
p=0,003, respectivamente). Sin embargo, en el grupo con dieta hipergrasa
tratado en paralelo con melatonina, se produce una disminucién significativa en
las concentraciones medias diarias de adiponectina en plasma, frente al grupo
alimentado con dieta hipergrasa unicamente (F=17,414 p= 0,001), alcanzando

practicamente los valores obtenidos en el grupo control.

4.2.8 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante once semanas,
sobre los niveles de expresion génica relativa de genes, en hipotalamo
medio basal, durante la fase luminosay la fase oscura del fotoperiodo.

En la Tabla 15, se presenta los niveles medios de expresién génica
relativa de los genes NPY, POMC, PrRP, LepR, IR, IRS-1 y IRS-2, en
hipotalamo medio basal, obtenidos durante la fase luminosa y la fase oscura
del fotoperiodo, en ratas macho adultas, tratadas o no en paralelo con
melatonina, durante 11 semanas Yy alimentadas con una dieta de

mantenimiento.

98



Capitulo 4. Resultados

Tabla 15. Se presentan los niveles de expresién relativa de los genes en estudio, en
hipotalamo medio basal, en ratas macho adultas, alimentadas con dieta de mantenimiento,
tratadas o no con melatonina durante 11 semanas. Se muestran los valores medios + EEM. Se
representa en negritas las diferencias significativas entre los valores obtenidos en la fase

luminosa y en la fase oscura del fotoperiodo de cada grupo.

Control Dieta hipergrasa Dieta hipergrasa-Melatonina
Expresion relativa Dia Noche Dia Noche Dia Noche
Ne““gﬁg‘\’(;'do Y 1,01£0,06 1,21#0,17 2,34+0,352 3,7420,35 1,45+0,1136 1,52+0,27
Proopiomelanocor oo g 3,44+0,4 3,28+0,30 3,34:0,33 2,66£0,172 3,67+1,01
tina (POMC)
Péptido regulador
Secretor de
Pr(‘;'agg)“a 1,10+0,10 2,680,175 2,30£0,20 3,39+0,26 2,090,160 2,170,144
r
Receptor de 1,78+0,20 3,61620,50 3,250,29 5,19+0,46 2,990,173 3,16+0,27
leptina (LepR)
Receptor de "
Insulina (IR) 0,9620,13 157+0,25 2,27:0,29 1,85:0,27 0,920,134 0,6043+0,098
Sustrato del
Receptor de 1,1040,15 1,028+0,17 2,52+0,28 2,08+0,20 1,28+0,127 1,29+0,082
Insulina-1 (IRS-1)
Sustrato del
Receptor de 0,856+0,15 1,700,10 3,080,23 2,27+2,66 1,53+0,131 1,890,188
Insulina-1 (IRS-2)

4.2.9 Efecto de un tratamiento con melatonina, durante once semanas, en
ratas macho adultas alimentadas con una dieta hipergrasa, sobre las
variaciones diarias en la expresion génica relativa de genes, en
hipotalamo medio basal

Variaciones diarias en la expresion génica relativa del Neuropéptido Y
(NPY) en hipotalamo medio basal

El patron diario de la expresion génica relativa de NPY en el hipotalamo
medio basal de ratas macho adultas, alimentadas con dieta de mantenimiento o
con una dieta hipergrasa y un grupo de ratas alimentadas con una dieta
hipergrasa, tratadas o no con melatonina, durante 11 semanas se muestra en
la gréafica 24.

Se observan \ariaciones significativas en el patréon diario de los valores
de expresion relativa del gen de NPY en los tres grupos estudiados (F=6,188
p=0,001; F=5,841 p=0,002 y 5,806 p=0,001, grupo control y grupo con dieta

hipergrasa tratados en paralelo o no con melatonina, respectivamente). Los
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animales alimentados con dieta de mantenimiento y/o con una dieta hipergrasa,
tratadas con melatonina, muestran un minimo de expresion relativa del gen de
NPY a las 05:00 horas. Sin embargo, la ingesta de dieta alta en grasa,
Unicamente, produce un aumento de la expresion relativa del gen estudiado en
todo el ciclo de 24 horas (F=49,294 p<0,001), observdndose dos maximos a las
13:00 y a las 01:00 horas.
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Gréfica 24. Diferencias en la expresion relativa del gen NPY en hipotalamo medio basal de
ratas macho adultas alimentadas con una dieta de mantenimiento o una dieta hipergrasa y un
grupo de ratas alimentadas con dieta hipergrasa y tratadas o no con melatonina en el agua de
bebida, durante 11 semanas. Ocho animales por horario y grupo, se sacrificaron por
decapitacion en intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00
horas. La barra indica la duracion del periodo de oscuridad. Se muestran los valores medios +
EEM de cada grupo. Las letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0,05) en la
expresion relativa de NPY entre los grupos de animales analizados en un punto horario (* grupo
control comparado con el grupo alimentado con dieta hipergrasa, b grupo control frente a grupo
alimentado con dieta hipergrasa tratado con melatonina y © grupo alimentado con una dieta
hipergrasa comparado con el grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado con melatonina).
El andlisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de una via, seguido de un test de

Bonferroni, de comparacién multiple.
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La ingesta de una dieta hipergrasa, Unicamente, aumenta la expresion
relativa del gen en la fase nocturna del fotoperiodo al comparar con los datos
obtenidos en la fase luminosa del mismo (F=7,673 p=0,01). Este efecto no
aparece en los otros grupos estudiados.

La administracibn en paralelo de melatonina en los animales
alimentados con una dieta alta en grasa, disminuye los valores de expresion
relativa media diaria de NPY frente al grupo alimentado con una dieta
hipergrasa (F=27,602 p<0,001) unicamente. Aunque los niveles de expresion
relativa encontrados en el grupo alimentado con una dieta hipergrasa y
melatonina se mantienen proximos a los valores encontrados en el grupo
control, son estadisticamente mayores (F=4,55 p=0,037). Esta diferencia
significativa es debida a la mayor expresion relativa de este gen a las 17:00
horas (F=6,339 p=0,036).

Variaciones diarias de la  expresién génica relativa de
Proopiomelanocortina (POMC) en hipotalamo medio basal

La grafica 25, muestra el patron diario de los niveles de expresién génica
relativa de POMC en hipotdlamo medio basal de ratas macho adultas,
alimentadas con una dieta de mantenimiento o una dieta hipergrasa y animales
del grupo de ratas alimentadas con una dieta hipergrasa y tratada en paralelo
con melatonina, durante 11 semanas.

Los niveles de expresion relativa del gen de POMC en el hipotalamo
medio basal varian a lo largo del dia; en los tres grupos estudiados (F=23,863
p<0,001; F= 3,677 p=0,019 y F=4,196 p=0,008, grupo control, grupos
alimentados con una dieta hipergrasa tratados o no en paralelo con melatonina
respectivamente). Se observa un maximo de expresion relativa de este gen a
las 01:00 horas en el grupo control. Sin embargo, en el grupo alimentado con
una dieta hipergrasa tratado en paralelo con melatonina se muestra un
aumento de la expresion relativa del gen de POMC desde la 01:00 horasasta
las 05:00 horas. Ademas, en el grupo de animales alimentados con una dieta
hipergrasa Unicamente, se muestra un minimo de la expresion relativa de este
gen a las 01:00 horas, con un adelanto de fase del maximo de expresion de 4

horas, horasasta las 21:00 horas, al compararlo con el grupo control.
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Gréfica 25. Expresién relativa del gen POMC en el hipotdlamo medio basal de ratas macho
adultas alimentadas con una dieta de mantenimiento o una dieta hipergrasa y un grupo de
ratas alimentadas con dieta hipergrasay tratadas en paralelo con melatonina en el agua de
bebida, durante 11 semanas. Ocho animales por cada horario y grupo se sacrificaron por
decapitacién en intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00
horas. La barra indica la duracion del periodo de oscuridad. Se muestran los valores medios +
EEM de cada grupo. Las letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0,05) en la
expresion relativa de POMC entre los grupos de animales analizados en un punto horario (¢
grupo control comparado con el grupo alimentado con dieta hipergrasa, b grupo control frente a
grupo dimentado con dieta hipergrasa tratado con melatonina y © grupo alimentado con una
dieta hipergrasa comparado con el grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado con
melatonina). El analisis estadistico se realizé mediante un ANOVA de una via. Posteriormente

se realiz6 un test de Bonferroni de comparacion multiple.

Tanto el grupo control, como el grupo alimentado con dieta hipergrasa,
tratado en paralelo con melatonina, muestran un aumento significativo de la
expresion relativa media del gen de POMC en la fase oscura del fotoperiodo al
compararla con la medida en el periodo luminoso para cada grupo (F=17,858

p<0,001 y F=6,615 p=0,018 respectivamente); mientras que el grupo
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alimentado con dieta hipergrasa Unicamente, no presenta variaciones
significativas entre los valores medios de las dos fases del fotoperiodo.

Los valores medios diarios de la expresién de este gen, aumentan
significativamente en los animales alimentados con una dieta hipergrasa
tratadas en paralelo o no con melatonina, al compararlos con los valores
obtenidos en al grupo control (F=4,985 p=0,030 y F=3,909 p<0,05,
respectivamente). La administracion en paralelo de melatonina en los animales
alimentados con una dieta alta en grasa, no presenta variaciones significativas
en los valores medios diarios de la expresion relativa del gen POMC, al

compararlo con el grupo alimentado con una dieta hipergrasa.

Variaciones diarias en la expresion génica relativa de péptido liberador de
Prolactina (PrRP) en hipotdlamo medio basal

En la gréfica 26, se pueden observar los patrones diarios de la expresion
génica de PrRP en el hipotalamo medio basal de los animales alimentados con
una dieta de mantenimiento o con una dieta hipergrasa y un grupo de ratas
alimentadas con una dieta hipergrasa tratadas con melatonina en paralelo.

En los animales alimentados con una dieta de mantenimiento y en los
alimentados con una dieta con contenido graso alto, Unicamente muestran
variaciones significativas en funcién del tiempo (F=13,406 p<0,005 y F=5,723
p=0,002, respectivamente). Los valores mas elevados de expresion relativa del
gen de PrRP se producen entre las 21:00 y las 05:00 horas en el grupo control.
En el grupo alimentado con dieta hipergrasa unicamente, se observan dos
maximos de expresion de este gen a las 21:00 y a las 05:00 horas, al igual que
el grupo dieta control. En los animales alimentados con dieta hipergrasa
tratados con melatonina en paralelo no se observan diferencias significativas
en funcién del tiempo.

En los animales control, se muestra un incremento en los valores medios
de expresion del gen PrRP durante el periodo oscuro (F=58,849 p<0,001) al
compararlos con los obtenidos para el grupo control durante la fase luminosa
del fotoperiodo. Asimismo, las ratas alimentadas con una dieta hipergrasa
Unicamente, mostraron este mismo patron (F=11,235 p=0,003). No se
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encontraron diferencias luz/oscuridad en los animales alimentados con una

dieta hipergrasa, tratados con melatonina en paralelo.
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Gréfica 26. Diferencias de la expresion del gen PrRP en el hipotalamo medio basal de ratas
macho adultas alimentadas con una dieta de mantenimiento o una dieta hipergrasa con o sin
tratamiento en paralelo con melatonina en el agua de bebida, durante 11 semanas. Ocho
animales por horario y grupo se sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas durante
un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00 horas. La barra indica la duracién del periodo de
oscuridad. Se muestran los valores medios + EEM de cada grupo. Las letras indican la
existencia de diferencias significativas (p<0,05) en la expresion relativa de PrRP entre los
grupos de animales analizados en un punto horario (* grupo control comparado con el grupo
alimentado con dieta hipergrasa, b grupo control frente a grupo alimentado con dieta hipergrasa
tratado con melatonina y © grupo alimentado con una dieta hipergrasa comparado con el grupo
alimentado con dieta hipergrasa tratado con melatonina). El andlisis estadistico se realizd

mediante un ANOVA de una via, seguido de un test de Bonferroni, de comparacion multiple.

Las ratas alimentadas con una dieta hipergrasa, mostraron un aumento
en la expresion media diaria del gen PrRP comparada con la medida en el
grupo control (F=11,223 p=0,002), asi como también frente al grupo alimentado

con esta misma dieta, tratadas en paralelo con melatonina (F=7,58 p=0,008).
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No se encontraron diferencias significativas en la expresién génica media diaria
de este gen entre las ratas alimentadas con una dieta hipergrasa, tratadas con

melatonina al compararla con la del grupo control.

Variaciones diarias en la expresion génica relativa del Receptor de
Leptina (LepR) en hipotalamo medio basal

Las variaciones diarias en la expresion de LepR en el hipotalamo medio
basal de ratas macho adultas alimentadas con dieta de mantenimiento o con
una dieta alta en grasa y un grupo de ratas alimentadas con dieta hipergrasa,
tratadas en paralelo con melatonina, durante 11 semanas, se muestran en la
gréafica 27.

En ella, se puede observar una variacion significativa de la expresiéon
relativa de este gen en funcion del tiempo tanto en animales control como en
los animales alimentados con una dieta alta en grasa tratadas en paralelo o no
con melatonina (F=47,551 p<0,001; F=4,836 p=0,005 y F=8,515 p<0,001,
respectivamente). En el grupo control el patrén diario de este gen muestra un
valor maximo a las 01:00 horas, que también se observa en las ratas
alimentadas con una dieta alta en grasa, Unicamente. Ambos grupos presentan
patrones diarios de expresion similares, aunque, de mayor amplitud en el grupo
alimentado con dieta hipergrasa, Unicamente. El tratamiento con melatonina en
el grupo alimentado con dieta hipergrasa tiende a normalizar este patrén, aun
cuando se produce un retraso de fase de 4 horas del valor maximo de

expresion génica relativa de LepR al compararlo con el grupo control.
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Grafica 27. Expresion relativa del gen LepR en el hipotalamo medio basal de ratas macho
adultas alimentadas con una dieta de mantenimiento o una dieta hipergrasa y un grupo de
ratas alimentadas con dieta hipergrasa y tratadas en paralelo con melatonina en el agua de
bebida, durante 11 semanas. Ocho animales por cada horario y grupo se sacrificaron por
decapitacién en intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00
horas. La barra indica la duracion del periodo de oscuridad. Se muestran los valores medios +
EEM de cada grupo. Las letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0,05) en la
expresion relativa de LepR entre los grupos de animales analizados en un punto horario (¢
grupo control comparado con el grupo alimentado con dieta hipergrasa, b grupo control frente a
grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado con melatonina y © grupo alimentado con una
dieta hipergrasa comparado con el grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado con
melatonina). El analisis estadistico se realizé mediante un ANOVA de una via, seguido de un

test de Bonferroni, de comparacion multiple.

En el grupo control, asi como en el grupo alimentado con una dieta
hipergrasa, Unicamente, se observa un incremento significativo en la expresion
del gen del receptor de la leptina, durante la fase oscura del fotoperiodo al
compararlo con los valores medios medidos durante la fase luminosa de cada

grupo (F=3,953 p<0,05 y F=12,774 p=0,002 respectivamente). Sin embargo, en
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los animales alimentados con una dieta hipergrasa, tratados en paralelo con
melatonina, no se muestran estas diferencias.

Los valores medios diarios de la expresion relativa del gen de LepR, en
los animales alimentados con una dieta hipergrasa tratados en paralelo o no
con melatonina, aumentan significativamente, al compararlos con los que se
miden en ratas control (F=10,160 p=0,003 y F=29,413 p<0,001
respectivamente). Sin embargo, al comparar el tratamiento con melatonina en
ratas alimentadas con una dieta hipergrasa frente al grupo aimentado con dieta
hipergrasa, esta horasormona reduce la expresion de este gen (F=9,03
p=0,004). La expresion génica relativa aumentada en ratas en el grupo tratado
con melatonina, tiene a normalizar aunque solo sea parcialmente, al

compararlo con el del grupo control.

Variaciones diarias en la expresion geénica relativa del Receptor de
Insulina (IR) en hipotalamo medio basal

En la grafica 28, se presentan, las variaciones diarias de la expresion
génica relativa del IR en el hipotalamo medio basal de los animales
alimentados con una dieta de mantenimiento o dieta alta en grasa, y un grupo
de ratas alimentadas con dieta hipergrasa que reciben en paralelo un
tratamiento con melatonina, durante 11 semanas. La expresion relativa del gen
IR, de los animales control no presentan variaciones significativas en funcion
de los horarios estudiados. Sin embargo, los grupos alimentados con una dieta
alta en grasa tratados en paralelo o no con melatonina, si exhorasiben
variaciones significativas a lo largo del dia (F=5,507 p=0,002 y F=29,615
p<0,001 respectivamente). Se observa un maximo de la expresion relativa de
este gen a las 17:00 horas en el grupo alimentado con dieta hipergrasa,
Unicamente. Ademas, el tratamiento con melatonina en ratas alimentadas con
una dieta hipergrasa presenta dos valores minimos en la expresion relativa del
gen IR alas 13:00 y entre las 01:00 y 05:00 horas.

Durante la fase oscura, los animales control aumentan significativamente
la expresion media del gen IR (F=4,895 p=0,037), al compararla con la medida
observada durante la fase luminosa del fotoperiodo. Sin embargo, no se

observaron estas diferencias en los animales tratados con dieta hipergrasa,
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Unicamente. El tratamiento con melatonina, en los animales alimentados con
una dieta hipergrasa ocurre el fenobmeno contrario, con una reduccion
marcadas en los valores medios de expresion génica durante la fase oscura del
fotoperiodo (F=5,235 p=0,030).
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Gréfica 28. Expresion relativa del gen IR en el hipotdlamo medio basal de ratas macho adultas
alimentadas con una dieta de mantenimiento o una dieta hipergrasa y un grupo de ratas
alimentadas con dieta hipergrasay tratadas en paralelo con melatonina en el agua de bebida,
durante 11 semanas. Ocho animales por cada horario y grupo se sacrificaron por decapitacion
en intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00 horas. La barra
indica la duracion del periodo de oscuridad. Se muestran los valores medios + EEM de cada
grupo. Las letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0,05) en la expresién
relativa de IR entre los grupos de animales analizados en un punto horario (* grupo control
comparado con el grupo alimentado con dieta hipergrasa, b grupo control frente a grupo
alimentado con dieta hipergrasa tratado con melatonina y © grupo alimentado con una dieta
hipergrasa comparado con el grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado con melatonina).
El andlisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de una via, seguido de Bonferroni de

comparacion mdltiple.
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Los valores medios de expresion relativa diaria del gen IR, en el grupo
de ratas alimentado con una dieta hipergrasa Unicamente aumentan
significativamente frente al grupo control (F=11,657 p=0,001). La
administracion de melatonina, en animales alimentados con una dieta
hipergrasa, induce una disminucion significativa de los valores medios de la
expresion génica relativa de IR comparado con el grupo alimentado con dieta
hipergrasa Unicamente (F=37,809 p<0,001) y también con los medidos en el
grupo control (F=6,943 p=0,011).

Variaciones diarias en la expresion génica relativa del Sustrato del
Receptor de Insulina (IRS-1) en hipotdlamo medio basal

En la grafica 29, se muestran los resultados de los patrones diarios de la
expresion de IRS-1 en el hipotalamo medio basal de ratas macho adultas
alimentadas con dieta de mantenimiento o con dieta alta en grasa y animales
alimentados con la dieta hipergrasa tratados en paralelo con melatonina
durante 11 semanas.

Tan solo se encontraron diferencias significativas en funcion del tiempo
en la expresion relativa del gen IRS-1, en los animales alimentados con dieta
hipergrasa Unicamente (F=10,831 p<0,0001). Los otros dos grupos estudiados,
no muestran variaciones significativas en la expresién relativa de este gen a lo
largo del dia.

No se detectaron variaciones significativas en la expresion media relativa
del gen en estudio, en ninguno de los grupos al comparar los valores medios
obtenidos en las dos fases del fotoperiodo.

En el grupo alimentado con una dieta hipergrasa Unicamente, muestra
un incremento de la expresion génica relativa media diaria de IRS-1 frente a lo
observado en las ratas controles (F=32,944 p<0,0001). Los animales
alimentados con dieta hipergrasa tratados en paralelo con melatonina,
muestran una disminucion significativa en la expresion relativa media diaria de
este gen comparado con los valores medidos en el grupo alimentado con una
dieta alta en grasa unicamente (F=20,388 p<0,0001). El grupo alimentado con
una dieta grasa tratado en paralelo con melatonina normalizd practicamente

sus valores de expresion génica de IRS-1 en un ciclo de 24 horas, comparados
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con los valores mostrados por el grupo control, no observandose diferencias

significativas entre los valores medios de IRS-1 entre ambos grupos.
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Grafica 29. Expresion relativa del gen IRS-1 en el hipotalamo medio basal de ratas macho
adultas alimentadas con una dieta de mantenimiento o una dieta hipergrasa con o sin
tratamiento en paralelo con melatonina en el agua de bebida, durante 11 semanas. Ocho
animales por horario y grupo se sacrificaron por decapitacion en intervalos de 4 horas durante
un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00 horas. La barra indica la duracioén del periodo de
oscuridad. Se muestran los valores medios + EEM de cada grupo. Las letras indican la
existencia de diferencias significativas (p<0,05) en la expresion relativa de IRS-1 entre los
grupos de animales analizados en un punto horario (* grupo control comparado con el grupo
alimentado con dieta hipergrasa, b grupo control frente a grupo alimentado con dieta hipergrasa
tratado con melatonina y ¢ grupo alimentado con una dieta hipergrasa comparado con el grupo
alimentado con dieta hipergrasa tratado con melatonina). El andlisis estadistico se realiz6

mediante un ANOVA de una via, seguido de un test de Bonferroni, de comparacién mdultiple.
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Variaciones diarias de la expresion génica relativa del Sustrato del
Receptor de Insulina 2 (IRS-2) en el hipotdlamo medio basal

Las variaciones diarias en la expresion de IRS-2 en el hipotalamo medio
basal de ratas macho adultas, alimentadas con dieta de mantenimiento o dieta
alta en grasa y un grupo de ratas alimentadas con una dieta hipergrasa
tratadas con melatonina en paralelo, se muestran en la grafica 30.

Los resultados estadisticos, indican variaciones significativas de la
expresion del gen en funcion del tiempo, tanto en animales control como en los
alimentados con una dieta hipergrasa tratados con melatonina (F=10,869
p<0,0001 y F= 2,510 p<0,05, respectivamente), mientras que el grupo
alimentado con una dieta hipergrasa, Unicamente, no mostré esta variaciones
con el tiempo. ElI grupo control, muestra un minimo a las 13:00 horas y un
maximo de expresion relativa de este gen a las 05:00 horas, mientras que en el
grupo alimentado con una dieta hipergrasa tratadas con melatonina en paralelo
se observa un maximo de expresion de este gen a las 05:00 horas, siendo éste
de igual amplitud que el observado en el grupo control.

Se observa un incremento en los valores medios de expresion del gen
IRS-2 durante la fase oscura del fotoperiodo, en el grupo control, al comparar
estos valores con los medidos en la fase luminosa del fotoperiodo (F=20,932
p<0,0001). Asimismo, hemos encontrado un descenso significativo en los
valores medios de expresion relativa del gen IRS-2, durante la fase oscura del
fotoperiodo en el grupo alimentado con una dieta hipergrasa Unicamente
(F=5,712 p=0,026), al compararlos con los datos obtenidos durante la fase
luminosa del fotoperiodo. No se encontraron diferencias en los valores medios
de expresion de este gen entre las dos fases del fotoperiodo en los grupos de
ratas alimentados con una dieta hipergrasa tratados con melatonina en
paralelo.
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Grafica 30. Expresion relativa del gen IRS-2 en el hipotalamo medio basal de ratas macho
adultas alimentadas con una dieta de mantenimiento o una dieta hipergrasa y un grupo de
ratas alimentadas con dieta hipergrasay tratadas en paralelo con melatonina en el agua de
bebida, durante 11 semanas. Ocho animales por horario y grupo se sacrificaron por
decapitacién en intervalos de 4 horas durante un ciclo de 24 horas, comenzando a las 09:00
horas. La barra indica la duracion del periodo de oscuridad. Se muestran los valores medios *
EEM de cada grupo. Las letras indican la existencia de diferencias significativas (p<0,05) en la
expresion relativa de IRS-2 entre los grupos de animales analizados en un punto horario (*
grupo control comparado con el grupo alimentado con dieta hipergrasa, b grupo control frente a
grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado con melatonina y © grupo alimentado con una
dieta hipergrasa comparado con el grupo alimentado con dieta hipergrasa tratado con
melatonina). El andlisis estadistico se realiz6 mediante un ANOVA de una via, seguido de un

test de Bonferroni, de comparaciéon mdltiple.

Los animales alimentados con una dieta hipergrasa aumentaron la
expresion relativa media diaria de este gen, al compararla con la medida en el
grupo control (F=39,995 p<0,001). La melatonina administrada a las ratas
alimentadas con una dieta hipergrasa, disminuye significativamente la
expresion media del gen frente al grupo con dieta grasa (F=20,388 p<0,001),

observandose valores similares a los obtenidos en el grupo control.
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Bloque 1

5.1 Administracién de melatonina, durante 9 semanas, en ratas adultas

alimentadas con dieta de mantenimiento estandar

A) Resumen e interpretacion de resultados

Los resultados obtenidos indican que la administracion crénica de 25 ug
de melatonina por mL de agua de bebida, produjo una reduccion en el
incremento de peso que ocurre, con la edad normalmente, en la rata,
acompanado de un descenso significativo de los niveles plasmaticos de
insulina, glucosa, proteinas y triglicéridos. Ademas se produce una alteraciéon
de los patrones diarios de secrecion de adiponectina, leptina e insulina. Es
importante resaltar que estos cambios se producen en ausencia de efectos
significativos de la melatonina en la cantidad de comida o volumen de bebida
gue ingiere una rata diariamente. Parte de estos efectos podrian deberse a los
cambios en el mecanismo de regulacion del apetito a nivel del hipotdlamo
medio basal, ya que el tratamiento con melatonina modifica los patrones de
expresion geénica relativa de POMC, receptor de leptina, receptor de insulina,
péptido regulador de la secrecion de prolactina, asi como de los sustratos del

receptor de insulinaly 2.

B) Parametros plasmaticos

La pérdida de peso observada en los animales tratados con melatonina
sugeriria un efecto anorexigénico para la melatonina, en el animal control, que
no se ha descrito en otros estudios (Prunet-Marcassus y cols, 2003 Leibowitz y
cols, 2008); aunque, si se produce este efecto en animales previamente
obesos. Este hecho podria explicarse por la concentracion de melatonina
utilizada en este estudio (25 pg/mL agua de bebida) con respecto a otros
estudios publicados, Prunet-Marcassus y cols, (2003); administraron 30mg/Kg-
peso/dia en un sola toma). También la duracion del tratamiento podria explicar
gue en otros estudios que utilizan tiempos mas cortos (3 semanas; Prunet-
Marcassus y cols, 2003) no se vea el efecto que se demuestra en este estudio

tras 9 semanas de tratamiento. Es importante resaltar que estos cambios se
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producen en ausencia de efectos significativos de la melatonina en la cantidad
de comida o bebida que ingiere una rata diariamente como en el caso del
estudio de comparacion (Prunet-Marcassus y cols, 2003). EI mecanismo por el
gue la melatonina actida sobre el peso incluiria: 1) efectos directos de la
melatonina sobre el tejido adiposo, modificando el metabolismo lipidico, debido
a la presencia de sus receptores en dicho tejido y 2) modificando el mecanismo
secretor de otras hormonas que regulan el metabolismo.

El patron secretor de insulina en el grupo control difiere del encontrado
por este grupo de investigacion, en experimentos realizados durante la
primavera (Garcia Bonacho y cols, 2000) indicando variaciones estacionales de
la insulina como ya ha sido descrito para otras hormonas como k prolactina
(Esquifino ycols, 1999). El patron que se describe en este trabajo coincide con
trabajos previos del grupo realizados en la misma estacion del afio (invierno,
Cano y cols, 2009). El tratamiento con melatonina redujo los niveles medios de
insulina y concomitantemente de glucosa, confirmando trabajos anteriores de la
literatura que ha mostrado este mismo efecto (revisado por Peschke, 2008),
gue podria deberse a la existencia de receptores para esta hormona en el
pancreas (Muller y cols, 2009, 2) y por tanto, un efecto directo periférico de
melatonina no se puede descartar. Es importante destacar que la melatonina
desincroniza el ritmo de insulina indicando un efecto cronobiolégico de esta
hormona, que ha sido ampliamente descrito (Cano y cols, 2009), a lo que se
sumaria sus efectos como antioxidante celular Jiménez-Ortega y cols, 2009).
Sin embargo los efectos de insulina a nivel central como agente anorexigénico
también tienen que ser considerados (Sanchez-Lasheras y cols, 2009).

Como ya se ha descrito para la insulina, el patrén secretor de leptina en
el grupo control difiere del descrito por el grupo en trabajos anteriores, pero
realizados durante la estacion de primavera (Chacon y cols, 2005). Todo ello
confirmando la existencia de cambios estacionales que pueden ser la causa de
los resultados discrepantes sobre esta hormona publicados con anterioridad
(Cano y cols, 2009). Ademas es interesante resaltar que en el caso de esta
hormona, el patrén es similar al descrito en otras especies de roedores
(Kohsaka y cols, 2007). Asimismo, la falta de efectos de melatonina sobre los

niveles medios de leptina conjuntamente con el hecho de que se produzca una

116



Capitulo 5. Discusion

alteracion en su patron diario, también podrian explicar la disparidad de
resultados encontrados en h literatura, que normalmente se basan en una
Unica toma de muestras, en condiciones basales (Alonso-Vale Ml y cols, 2008;
Sanchez-Mateos y cols, 2007). Como en el caso de la insulina, los efectos
centrales de leptina a nivel del mecanismo de regulacion central de la ingesta
tendrian que ser considerados (Suzuki y cols, 2010).

En relacion con adiponectina, las variaciones observadas en el grupo
control son similares a las encontradas en trabajos anteriores del grupo
realizados en invierno (estacién en la que se ha realizado este estudio; Cano y
cols, 2009). Es importante destacar que este es el primer estudio en el que se
muestran los efectos de melatonina sobre el patron diario de adiponectina
(Rios-Lugo y cols, 2010). Dicho efecto esta relacionado con ajustes temporales
mas que con cambios significativos en sus niveles plasmaticos. Ello estaria de
acuerdo con el hecho de que concentraciones mili molares de melatonina,
aunque inducen una reduccion en la expresion del gen que codifica para la
adiponectina (Alonso-Vale MI y cols 2009), no se refleja en los niveles
plasmaticos de la misma.

Los efectos de melatonina sobre leptina y adiponectina podrian deberse
al menos en parte a efectos directos de melatonina sobre el tejido adiposo, en
el que se han descrito receptores para la hormona Brydon y cols, 2001). La
administracion de concentraciones fisiol6gicas de melatonina en ratas de
mediana edad (aproximadamente de 12 meses de vida) redujo la adiposidad.
También, disminuyd los niveles circulantes de leptina e insulina hasta los
valores que se encuentran en animales jovenes (Ramussen y cols, 1999,
Puchalski y cols, 2003; Wolden-Hanson y cols, 2000). Es importante resaltar
gue la administracién de dosis fisiolégicas de melatonina a ratas jovenes no
produjo diferencias significativas en pardmetros como leptina y/o insulina
(Ramussen y cols, 2001). Todo ello indicaria que los efectos de la melatonina
dependen no solo de sus efectos temporales, sino de la edad del individuo en
la que se realizan las manipulaciones experimentales (Cardinali y cols, 1998).

Sorprendentemente no hemos encontrado un ritmo diario de niveles
plasméticos de colesterol ni en ratas controles ni en las tratadas con la

hormona pineal. El tratamiento cronico con melatonina no modificé los niveles
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circulantes de colesterol de acuerdo con trabajos previos de la literatura
(Bojkova y cols, 2008; Tamura y cols, 2008) y difiere de trabajos previos del
grupo en el que el tratamiento con melatonina durante 4 dias indujo un
descenso en los niveles plasmaticos de colesterol libre, aunque no cambié los
niveles circulantes de colesterol total (Esquifino y cols, 1997). Las
discrepancias pueden ser debidas a los diferentes tiempos de tratamiento
empleados en los dos estudios o bien a que en tratamientos subcrdnicos de
melatonina se produciria un incremento de las lecitinas-colesterol acil-
transferasas que mediarian la esterificacion del colesterol (Esquifino y cols,
1997). Sin embargo, los niveles plasmaticos de triglicéridos disminuyeron con
el tratamiento subcrénico, hecho que fue confirmado en estudios histolégicos
(Sanchez-Hidalgo y cols, 2007). Este efecto se explicaria por el descenso de
los niveles plasméaticos de insulina observados, que se describe en este
estudio, ya que esta Ultima regula la sintesis de triglicéridos tanto a nivel
hepatico como a nivel del tejido adiposo (Magkos y cols, 2010).

En el grupo control se detecta la existencia de un patréon diario de los
niveles plasmaticos de proteinas plasmaticas. Ello estaria de acuerdo con
trabajos previos del grupo que muestran patrones ritmicos de proteinas
plasmaticas especificas (Agrasal y cols, 2001) y de otros estudios encontrados
en la literatura (Scheving y cols, 1968; Schade y cols, 1980; Soulban y cols,
1989). Sorprendentemente, el tratamiento crénico con melatonina redujo la
concentracion plasméatica media diaria de proteinas y desincronizé su patrén
diario, indicando, que la melatonina, podria ejercer este efecto a través de su
papel como hormona cronobidtica, ampliamente descrito en la literatura (Reiter
y cols, 2010) a lo que se sumaria sus efectos como antioxidante celular (Flora y
cols, 2009; Jiménez-Ortega y cols, 2009) como se menciond al discutir los
efectos de esta hormona sobre la secrecién de insulina. La medida de las
proteinas es importante ya que los cambios de su concentracién en plasma o
en el perfil de su patrén diario indica la presencia de enfermedades metabdlicas
(Himmerich y cols, 2010; Giuffrida y cols, 2010).
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C) Pardmetros génicos

Se describe por primera vez el ritmo de expresion diaria del gen de NPY en
la rata con valores maximos en la primera fase del periodo oscuro, estando
inhibido en el resto de los horarios estudiados. Se ha descrito un ritmo similar
en el hipotalamo de ratones (Kohsaka y cols, 2007); lo cual seria de esperar
teniendo en cuenta que la concentracion de NPY muestra un patron ritmico a
nivel hipotalamico (Rios-Lugo y cols, datos no publicados). Es importante
destacar, que la expresion del gen de NPY se correlaciona con la secrecion de
su péptido especifico, de acuerdo con este trabajo y trabajo previos del grupo
(Rios-Lugo y cols, datos no publicados). Esta correlacion se mostraria
inmediatamente después de que se apaguen las luces, momento en el que la
rata comienza su periodo activo y por tanto come. Este hecho, estaria de
acuerdo con gque el NPY es considerado como el neuromodulador mas potente
dentro de la via orexigénica de regulacion del apetito (Perello y Spinedi, 2004).
Hay que destacar que los efectos del NPY sobre el mecanismo de regulacion
del apetito son puramente centrales, a nivel del nacleo arcuato (Chee y cols,
2010), ya que aunque este neuropéptido se secreta periféricamente, no
atraviesa la barrera hematoencefalica (Sato y cols, 2010).

El tratamiento con melatonina produce un adelanto de fase de la expresién
maxima del gen de NPY, en relacion al grupo control aunque, dichos valores se
acotan dentro de la primera fase del periodo oscuro y por tanto no deberia
modificar el patron alimentario. Sin embargo, el incremento observado durante
la primera fase del periodo luminoso indicaria una ampliacién en el horario de
ingesta en el grupo de ratas tratado con melatonina, ya que no se han
encontrado diferencias en la cantidad de comida y/o bebida ingerida por animal
y dia, como se ha mencionado previamente. Es importante destacar que este
seria el primer trabajo en el que se demuestran efectos de la hormona pineal
sobre la regulacion del apetito directamente a nivel hipotalamico, lo que
completaria el efecto periférico que hemos discutido con anterioridad.

Se describe por primera vez el patron de expresion génica diario del gen de
POMC en el hipotdlamo medio basal de la rata, que es similar al descrito
previamente en ratones (Kohsaka y cols, 2007). Es importante destacar, que el

ritmo de este gen sigue un patréon similar al de NPY en el grupo control, con
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valores maximos de dicho pardmetro durante la primera fase del periodo
oscuro, lo que indicaria un incremento en las sefales inhibidoras del apetito, ya
gue este péptido inhibe el apetito. Estos cambios temporales podrian estar
relacionados con un equilibrio inestable de las dos vias (orexigénica y
anorexigénica) de regulacién del apetito a lo largo de 24 h. Las neuronas
POMC-érgicas, estan circunscritas al nucleo arcuato donde se produce su
activacion/desactivacion actuando sobre los mecanismos secundarios de
regulacion del apetito (Arora y cols, 2006; Diéguez y cols, 2009). Es importante
resaltar que estos mecanismos dependen en gran medida de la calidad de la
dieta utilizada ya que los % de carbohidratos y proteinas o grasas hace que se
activen circuitos en el nucleo ventromedial o en el hipotdlamo basal (Jovanovic
y cols, 2010), que reprimen o activan mecanismos secundarios de regulacién
del apetito (Laposky y cols, 2007).

Sorprendentemente, el tratamiento con melatonina, a diferencia de lo que
se observo para el NPY, redujo drasticamente la amplitud del ritmo de
expresion del gen de POMC en el hipotdlamo medio basal, aboliendo las
diferencias dia noche en la expresion de este gen. Estos datos sugeririan que
la hormona pineal estaria ejerciendo un papel orexigénico, aunque como
hemos descrito con anterioridad el efecto final es una pérdida del 18% de peso
corporal con relacién a los animales controles. Este hecho, indicaria que la
melatonina ademas de su efecto a nivel hipotalamico, esta ejerciendo otros
efectos metabdlicos anorexigénicos importantes a nivel del tejido adiposo
(Brydon y cols, 2001), el higado (Muhlbauer y cols, 2009) y/o el pancreas
(Pesche, 2008), que podrian sobrepasar el efecto central de la hormona pineal
y que hemos analizado previamente en este trabajo.

La expresion del gen de PrRP en animales controles, muestra un ritmo
diario, en el hipotdlamo mediobasal, con valores maximos durante el periodo
oscuro. En nuestro conocimiento es la primera vez que se describe este ritmo y
confirma la resultados previos utilizando a muestras puntuales (Takayanagi y
cols, 2008). Ello, estaria de acuerdo con el hecho de que el periodo oscuro es
el periodo activo en el que la rata come. La ingesta se asocia con una
activacion de las neuronas PrRP (Kelly y cols, 2006; Takayanagi y cols, 2009),

ya que este péptido esta encuadrado como un neuromodulador anorexigénico
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hipotalamico. Es importante destacar que las neuronas de PrRP estan muy
circunscritas a una de las areas involucradas en la regulacion del apetito por lo
gue sus cambios estarian asociados con modificaciones en las sefiales de
saciedad de acuerdo con trabajos previos de la literatura (Takayanagi y cols,
2008). Ademés variaciones en la activacion de este péptido sobre el
mecanismo regulador del apetito estarian relacionados con la activacion de la
sintesis de neuropéptidos anorexigénicos como la a-MSH o la neurotensina
(Lawrence y cols, 2000); ademas efectos mediados a través de otras hormonas
se sumarian a este efecto ya que la activacion de este neuropéptido modifica la
concentracion circulante de hormonas involucradas en la regulacion del
metabolismo como la prolactina (Esquifino y cols, 1997).

En los animales tratados con melatonina se produce una disminucién en la
amplitud del ritmo de PrRP, que ademas cambia su perfil. Este patron ritmico
se corresponde con el de prolactina en la estacion de otofio, lo que estaria de
acuerdo con su papel regulador de la secrecion de prolactina, que muestra el
mismo perfil (Esquifino y cols, 1999). Ello sugeriria que la melatonina
conjuntamente con la prolactina juegan un papel cronobidtico que modifica el
grado de adiposidad (Zieba y cols, 2008), conjuntamente con un ajuste sobre el
reloj enddgeno central, ya que en este Ultimo, se encuentran receptores para
ambas hormonas (Cutrera y cols, 2002; Reppert y cols, 1995); y que ambas
hormonas activan al reloj endégeno central (Cutrera y cols, 2002; Agez y cols,
2009). Asimismo, se ha demostrado que la administracion de la hormona pineal
induce patrones secretores de hormonas hipofisarias, gonadales,
neuromoduladores....., correspondientes a otras estaciones, dependiendo de la
estacion en la que se lleva a cabo el tratamiento con la melatonina (Esquifino y
cols, 1999; Pazo, 2002). Ello se ha descrito previamente en otros modelos
experimentales en los que se ha estudiado los efectos de un tratamiento con
melatonina sobre la secrecion de hormona hipofisarias y/o la actividad del
sistema inmunitario (Cardinali y cols, 1999, Esquifino y cols, 1999; Castrillon y
cols, 2001; Pazo, 2002). El hecho de que no varien los niveles diarios medios
de PrRP indica que el perfil del ritmo es también importante a la hora de
evaluar los efectos del tratamiento con melatonina de acuerdo con su papel

cronobidtico previamente descrito (Reiter y cols, 2010).
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La expresion del gen del receptor de leptina también sigue un patrén ritmico
con niveles de expresion claramente elevados durante la fase oscura del
fotoperiodo en el grupo control. Como hemos mencionado para la PrRP, este
ritmo se describe por vez primera, en la rata, en este trabajo y confirma datos
puntuales de la literatura en los que se describe la existencia de receptores
para leptina en el hipotdlamo (Schwartz y cols, 2010). La diseccién del
hipotalamo medio basal, se ha realizado como en trabajos previos del grupo
(JiménezOrtega y cols, 2009), y por tanto, contiene tanto las vias
anorexigénicas como orexigénicas de regulacion del apetito. El efecto es
similar al resto de los parametros anteriormente analizados en este trabajo, los
gue sugiere que durante la primera fase del periodo de oscuridad la leptina, al
unirse a su receptor, activaria las vias anorexigénicas intentando controlar la
via orexigénica y que la ingesta sea controlada (Arora y cols, 2006; Schwartz y
cols, 2010).

El tratamiento con melatonina reduce la amplitud del ritmo del receptor de
leptina, y en nuestro conocimiento es el primer trabajo en el que se muestran
los efectos de un tratamiento con la hormona pineal sobre las variaciones
diarias de expresion del gen del receptor de leptina. Sin embargo, como hemos
mencionado anteriormente los niveles circulantes de leptina estan
incrementados, por lo que se debilitarian las sefiales de leptina sobre las vias
de regulacion del apetito, durante la fase oscura del fotoperiodo, debido al
descenso del numero de receptores durante la fase oscura. El desequilibrio
entre sefales, debido a los cambios que se producen no solo sobre el gen del
receptor de leptina, sino sobre el receptor de PrRP, y la expresion de los genes
de NPY y POMC, que cambian con el tratamiento con melatonina, producirian
un equilibrio diferente para controlar la ingesta. Todo ello podria ser la causa
del que el animal prolongue la fase activa, en cuento a la ingesta (como
indicarian estos datos conjuntamente con los obtenidos para el NPY), lo que
indicaria que la rata podia comer mas despacio, ya que como se ha explicado
con anterioridad no se observaron diferencias en la cantidad de alimento
ingerida por los grupos estudiados.

La expresion del gen del receptor de insulina muestra un ritmo diario con

valores mas altos en la segunda fase del periodo oscuro del fotoperiodo. Como
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para los otros parametros este trabajo, se muestra por primera vez este ritmo
diario en la rata, que estaria de acuerdo con el papel de la insulina en la
regulacion del balance energético (Blevins y cols, 2010), ya que facilitaria los
efectos de la hormona en la segunda fase del periodo oscuro, donde se
almacenarian los nutrientes (Xu y cols, 2006). Estos resultados, confirman
datos puntuales de la literatura en los que se describe la existencia de
receptores para insulina en el hipotdlamo (Arora y cols, 2006; Banas y cols,
2009).

Se describe por primera vez los efectos de un tratamiento con
melatonina sobre la expresién del gen del receptor de insulina en el hipotalamo
medio basal, aunque si se ha estudiado el efecto de la melatonina sobre el gen
de insulina y su secrecion a nivel pancreatico, donde se han descrito
receptores para la hormona pineal (eibowitz y cols, 2008). Este tratamiento
redujo la amplitud del ritmo de expresion del receptor de insulina a nivel central,
gue se correlacionaria con el descenso en los niveles circulantes de dicha
hormona en los animales tratados con la hormona pineal, que describimos con
anterioridad. La debilitacion de la sefal de insulina podria modificar el equilibrio
del mecanismo regulador del apetito, que podria inducir una ampliaciéon del
periodo de ingesta pero no del total de alimento ingerido. Es importante
destacar que la glucosa también esta reducida durante el periodo oscuro en los
animales tratados con melatonina, como ya hemos mencionado anteriormente.
Todo ello, indicando la correlacion tan estrecha que se produce entre glucosa e
insulina en la regulacién del balance energético (Wang y cols, 2010).

Se describe por primera vez la variaciones diarias de los sustratos
intracelulares IRS-1 y 2, que transmiten la sefial de la unién a su receptor de
membrana de la insulina, confirmando trabajos puntuales de la literatura que
muestran la existencia de estos sustratos a nivel central (Kubot y cols, 2004 ).
Los ritmos para ambos sustratos son especificos y mientras que el IRS1
muestra valores maximos al final de las dos fases del fotoperiodo, el IRS2 solo
muestra valores maximos en la segunda fase del periodo oscuro. El que ambos
sustratos estén incrementados al final de la segunda fase del periodo oscuro
estaria en relacion con un incremento en el nUmero de receptores para insulina

y de la propia hormona circulante en el grupo control, que les implica en la
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regulacién del metabolismo de carbohidratos segun datos previos de la
literatura utilizando muestreo puntual (Wang vy cols, 2010). Estos dos sustratos
son los mas importantes en relacion con el metabolismo energético (Gu y cols,
2004 ). Sin embargo, los efectos de ambos sustratos sobre el metabolismo, son
especificos y mientras que el IRS1 actia a nivel periférico mayoritariamente
(Dong y cols, 2006), el IRS2 actuaria a nivel central (Burks y cols, 2000; Kubota
y cols, 2004; Choudhury y cols, 2005). Los efectos de ambos sustratos han
sido extensivamente estudiados a nivel hepatico (Dong y cols, 2006) o
pancreatico Pandi-Perumal y cols, 2008) pero no a nivel central que es el
objetivo de este trabajo.

Describimos por primera vez los efectos de un tratamiento con
melatonina sobre la cascada de eventos que se producen inmediatamente
después de que la insulina se una a su receptor a nivel hipotalamico;
mostrando que la hormona pineal ejerce efectos diferenciales sobre ambos
sustratos: Mientras que produce avances de fase hasta las 09:00 horasen los
valores maximos de expresion del gen del sustrato IRS1, que se observan en el
periodo oscuro en el animal control; se detecta un descenso en la amplitud del
ritmo de IRS2, sin cambios en el perfil de dicho ritmo. El efecto sobre la
expresion de IRS2 induciria hiperfagia de acuerdo con datos previos de la
literatura (Burks y cols, 2000), lo que no explicaria el descenso de peso que se
produce en los animales tratados con la hormona pineal. Ello, sugeriria que los
efectos periféricos de melatonina, debido a la presencia de sus receptores
tanto en tejido adiposo (Alonso-Vale y cols, 2008) o pancreético (Pandi-
Perumal y cols, 2008) son de mayor magnitud que sus efectos a nivel central,

como hemos comentado con anterioridad.
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Bloque 2

5.2 - Administracion de melatonina, durante 11 semanas, en ratas adultas

alimentadas con una dieta hipergrasa

A) Resumen e interpretacion de resultados

La administracion de una dieta hipergrasa, durante 11 semanas, incremento
el peso corporal en un 55% al final del estudio, en comparacion con el grupo
control, y que este efecto fue a expensas de un incremento en la masa de
tejido adiposo. Esta variacion se asocié con un incremento marcado en los
niveles circulantes de insulina, leptina y adiponectina, asi como de glucosa
colesterol, triglicéridos y proteinas plasmaticas. El tratamiento con melatonina
desde el comienzo de la administracion de la dieta hipergrasa, previno
parcialmente el incremento en el peso con respecto al grupo alimentado con la
dieta hipergrasa, aunque estos valores no alcanzaron los del grupo control.
Este efecto se asocia con una recuperacion de los niveles circulantes de
glucosa e insulina hasta valores encontrados en el grupo control, mientras que
se produjo una recuperacion parcial en los niveles circulantes de leptina,
adiponectina, triglicéridos y colesterol y sorprendentemente, no normalizé los
niveles circulantes de proteinas salvo en la toma de la 09:00 h. Todo ello,
confirmando el papel anorexigénico de la melatonina independientemente de la
dieta utilizada, ya que este efecto también se encuentra en animales tratados
con una dieta de mantenimiento. Es importante destacar que la obesidad
produce una alteracion marcada en la secuencia temporal de los patrones
diarios de los parametros anteriormente mencionados, y que el tratamiento con

melatonina previene al menos en parte estos efectos temporales deletéreos.

B) Parametros plasmaticos en ratas alimentadas con una dieta
hipergrasa.
Como era de esperar, la alimentacion con una dieta hipergrasa comercial,
incrementd en un 55% el peso corporal de ratas adultas macho. Este efecto fue
evidente desde la segunda semana de tratamiento. Se observd una

disminucion de la movilidad de los animales a medida que se alargé el tiempo
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de experimentacion y la rata aumentaba progresivamente de peso,
disminuyendo la calidad de vida de la misma. Para inducir obesidad existen en
la literatura otros métodos menos controlados como la administracion de dietas
gue se componen de sobras de restaurantes y/o cafeterias (Brandt y cols,
2010; Bailey y cols, 2010). Sin embargo, la dieta empleada en este
experimento permite controlar las calorias aportadas por cada macro o
micronutriente.

A diferencia de lo que ocurre en ratones en los que no se ha detectado un
ritmo diario de glucosa (Kohsaka y cols, 2007), se observan cambios diarios en
funcion del tiempo en las ratas control; ritmo que ha sido descrito previamente
en trabajos del grupo realizados en la misma estacion del afio (Cano y cols,
2009). Los niveles circulantes de glucosa estan incrementados en el grupo
alimentado con dieta hipergrasa y concomitantemente se encuentran elevados
los niveles circulantes de insulina, confirmando la existencia de una resistencia
periférica a esta hormona, que podria derivar en diabetes (Sastard y cols, 2007;
Waki y cols, 2008; Phillips y cols, 2008). Es importante destacar que se han
relacionado los niveles circulantes de insulina con el grado de adiposidad tanto
en animales de experimentacion como en el hombre (Kalra y cols, 2003; Leidy
y cols, 2004; Arora y cols, 2006; Ramsey y 2007; Stylianou y cols, 2007; Guest
y cols, 2008 y Cano y cols, 2009) y la existencia de receptores para insulina en
dicho tejido confirmarian un mecanismo regulador bidireccional entre el tejido
graso y la insulina (Zhang y cols, 2010; Beltrand y cols, 2010).

El patrén diario en sangre de glucosa, en ratas alimentadas con una
dieta hipergrasa, indica que no existen alteraciones temporales en relacién al
grupo control, aunque si se producen cambios en la amplitud de dicho ritmo,
como se habia descrito previamente (Cano y cols, 2009). Sin embargo, si se
producen alteraciones temporales en las variaciones diarias de insulina como
se habia descrito asimismo y se corresponden con un adelanto de fase de 4
horas en el pico maximo de insulina (Cano y cols, 2009). Esta alteracién en el
mecanismo temporal se puede explicar teniendo en cuenta trabajos recientes
gue muestran que la cantidad de dieta y calidad de la misma son dadores de
tiempo (Boqué y cols, 2009; Rolls y cols, 2009). El hecho de que no existan

diferencias en la cantidad de comida ingerida (Cano y cols, 2009) indica que la
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variacion en los porcentajes de grasas, proteinas y carbohidratos en la dieta,
también actian a nivel del reloj endégeno central modificando los patrones
temporales de hormonas metabdlicas implicadas en su utilizaciéon, como la
insulina y otras, como la leptina.

Como habiamos encontrado para la insulina los niveles circulantes de
leptina y adiponectina aumentaron en ratas obesas. El incremento en los
niveles circulantes de leptina confirma trabajos previos del grupo que mostraron
este efecto (Cano y cols, 2009). En relacion con adiponeptina, la mayoria de
los trabajos mostraron un descenso en sus niveles circulantes (Gnacinska y
cols. 2009; Athyros y cols, 2010), con una sola excepcion (Naderali y cols,
2003). Quizas este aumento esté relacionado con el grado de adiposidad,
efecto descrito previamente por nuestro grupo (Cano y cols, 2009) y por
trabajos previos de la literatura (Liu y cols, 2009; Ix y cols, 2010). Ademas,
habria que tener en cuenta que la proliferacion del tejido adiposo, que se
observa en ratas alimentadas con una dieta hipergrasa, indicaria la presencia
en el tejido de un mayor nimero de células productoras de esta hormona
(Athyros y cols, 2010). Se produce una alteracion temporal en los patrones
diarios de leptina y adiponectina plasmaticas con la existencia de un platé de
valores maximos de ambas hormonas durante el periodo oscuro del
fotoperiodo, en ratas alimentadas con dieta hipergrasa, mientras que en el
grupo control se encuentran niveles méaximos de leptina a las 01:00 horasy
bajos de adiponectina en el mismo horario. Este efecto podria explicarse al
menos en parte teniendo en cuenta que estas hormonas indican saciedad
(Ahima y cols, 2006; Valassi y cols, 2008) y es en el periodo oscuro del
fotoperiodo cuando las ratas comen mayoritariamente. El incremento en la
concentracion plasmatica de estas hormonas de saciedad al final del periodo
oscuro facilitaria la supresion de la ingesta durante la fase inactiva (periodo
luminoso) (Sukumaran ycols, 2010). El efecto de saciedad de los lipidos podria
ser responsable de los niveles circulantes de estas hormonas, encontrados
durante la fase oscura del fotoperiodo (Valassi y cols, 2008), ya que como
discutiremos mas adelante, este parametro también esta incrementado en esta
misma fase del fotoperiodo (Rios-Lugo y cols, 2010).
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Como era de esperar se encuentran niveles plasmaticos incrementados
de triglicéridos siendo este efecto mas marcado durante el periodo oscuro, que
es el periodo activo en roedores (Bray y Young, 2007; Lafontan y cols, 2008).
Sin embargo, la variabilidad de los datos nos impidié establecer un patrén
temporal en ringuno de los grupos estudiados. La tendencia a valores mas
elevados por la noche estaria relacionada con los cambios en leptina y
adiponectina anteriormente mencionados. El grado de hiperlipidemia observado
implica un cambio en la presibn osmotica sanguinea que puede producir
modificaciones en los valores de presion arterial, que por ejemplo, podrian
llevar al desarrollo de enfermedades cardiovasculares (McNaughton y cols,
20009).

A diferencia de lo que se describe para los triglicéridos, la administracion
de una dieta hipergrasa induce la aparicion de un patron temporal en los
niveles plasmaticos de colesterol que no aparecia en el grupo control (Rios-
Lugo y cols, 2010). Estos datos se podrian explicar en base a efectos
especificos de la calidad de la dieta (porcentajes de lipidos, proteina y
carbohidratos) sobre el reloj enddgeno biologico (Laposky y cols, 2007; Kaneko
y cols, 2009). Globalmente se produce un incremento marcado de los niveles
circulantes de colesterol como cabria esperar, confirmando trabajos previos de
la literatura (Bueno y cols, 2008). Es interesante destacar que los niveles de
colesterol en el periodo oscuro del fotoperiodo no tienen los valores maximos
como ocurria para los lipidos, por lo que los efectos de la hipercolesterinemia
podrian ser independientes de los descritos anteriormente, aunque la posible
formacibn de ateromas podrian conducir también al desarrollo de
enfermedades cardiovasculares por otros mecanismos (Harchaoui y cols, 2009;
Young y cols, 2010).

En las ratas obesas y controles se detecta la existencia de un patrén
diario de los niveles plasmaticos de proteinas totales plasmaticas. Ello estaria
de acuerdo con trabajos previos del grupo que muestran patrones ritmicos de
proteinas plasmaticas especificas (como albumina, que es el componente
mayoritario de las proteinas plasmaticas o inmunoglobulinas; Agrasal y cols,
2001) y de otros estudios referidos en la literatura (Scheving y cols, 1968;

Schade y cols, 1980; Soulban y cols, 1989). El patrén diario de los niveles
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circulantes de proteinas totales encontrado, es similar en ambos grupos
aunque aumenta la amplitud del ritmo en animales alimentados con la dieta
hipergrasa. Ello podria estar relacionado con estados de nutricion diferencial ya
gue cambios en las concentraciones de proteinas plasmaticas se han

relacionado con enfermedades metabdlicas (Giuffrida y cols, 2010).

C) Parametros plasmaticos en ratas alimentadas con una dieta
hipergrasa tratadas en paralelo con melatonina

El tratamiento con melatonina desde el comienzo de la administracion de
la dieta hipergrasa, disminuyé6 marcadamente el incremento en el peso con
respecto al grupo alimentado con la dieta hipergrasa. Aungue estos valores se
aproximaron, no alcanzaron los del grupo control. Ello estaria de acuerdo con
el papel anorexigénico de la hormona pineal que hemos analizado en el bloque
1 de la discusion de este trabajo. Este trabajo abarcaria un concepto nuevo de
utilizacion de la melatonina para controlar el peso corporal ya que hasta ahora
el efecto de la hormona pineal se ha analizado en animales a los que
previamente se les habia inducido obesidad {Wolden-Hanson y cols, 2000;
Rasmussen y cols, 2001; Puchalski y cols, 2003)que efectivamente reducian el
peso sin efectos sobre los animales controles.

Esta reduccién en el incremento del peso se acompafié de una
prevencion efectiva en el incremento en los niveles circulantes de glucosa e
insulina, impidiendo la instauracion del fendmeno de resistencia periférica a
esta hormona que se reproduce en los animales no tratados como se ha
descrito en trabajos previos del grupo (Cano y cols, 2009: Rios y cols, 2010) y
de la literatura (revisado por Peschke, 2008). Sin embargo, Prunet-Marcassus y
cols (2003) utilizando un tratamiento de tres semanas a animales previamente
obesos, no observaron cambios en los niveles circulantes de insulina, aunque
si se produjo el descenso en los niveles circulantes de glucosa, por lo que
surge una pregunta: ¢La prevencion del incremento de los niveles circulantes
de glucosa es previa a la de los niveles circulantes de insulina? La discrepancia
de resultados podria explicarse por la duracion del tratamiento (3 semanas vs.
11 semanas en este estudio) y por la dosis de melatonina utilizada y que

hemos mencionado con anterioridad, asi como la via de administracion (una
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sola administracién vs agua de bebida en este estudio). Ademas, la mayoria de
los datos sugieren que la melatonina afecta a los niveles circulantes de insulina
y de glucosa independientemente de la dieta utilizada (hipergrasa vs. control;
Rios y cols, 2010). Estos datos se podrian explicar, por otra parte, en base a la
existencia de receptores para la melatonina en el pancreas (Mulder y cols,
2009) y en el higado (Poon y cols, 2001), que indicarian un efecto directo de la
melatonina sobre la secrecion de insulina y sobre los niveles de glucosa en
sangre.

A diferencia de lo que ocurria en animales alimentados con dieta de
mantenimiento en los que la melatonina producia una desaparicion del patron
ritmico de los niveles plasmaticos de insulina; la hormona pineal impide la
desincronizacién que se observa en los animales alimentados con la dieta
hipergrasa Unicamente, confirmando un efecto cronobibtico de esta hormona,
gue ha sido claramente definido en la literatura Revel y cols, 2009; Reiter y
cols, 2010). Efectos de la melatonina a través de cambios en la generacion de
dafio oxidativo, podrian formar parte del mecanismo global de la hormona
sobre el binomio insulina-glucosa, ya que la hormona pineal modifica los
patrones diarios de enzimas oxidantes y antioxidante celulares (Poliandri y cols,
2006; Cano y cols, 2007; Jiménez-Ortega y cols, 2009; Crespo y cols, 2010).

Ademas, el tratamiento con melatonina a ratas alimentadas con una
dieta hipergrasa, previno parcialmente los incrementos que se observaron en
los niveles circulantes de adiponectina, de leptina, colesterol y triglicéridos asi
como impidi6 la desincronizacion de estos ritmos, al menos parcialmente, al
comparar con los datos obtenidos en ratas obesas, sugiriendo que la
melatonina ejerce sus efectos sobre el metabolismo a través de varios
mecanismos descritos en la introduccidon que son: efectos cronobioticos (Reiter
y cols, 2010), antioxidantes (Poliandri y cols, 2006; Cano y cols, 2007;Jiménez-
Ortega y cols, 2009; Crespo y cols, 2010) y anti-inflamatorios (Radogna y cols,
2010).

El tratamiento con melatonina previno las modificaciones en los niveles
circulantes de proteinas totales inducidos por la dieta hipergrasa. El patrén
diario de los niveles circulantes de proteinas totales, encontrado, es similar en

todos los grupos, aunque aumenta la amplitud del ritmo en animales
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alimentados con la dieta hipergrasa tratados o no con la hormona pineal. Ello
podria estar relacionado, como hemos mencionado con anterioridad, con
estados de nutricion diferencial ya que cambios en las concentraciones de
proteinas plasmaticas se han relacionado con enfermedades metabdlicas
(Giuffrida y cols, 2010).

D) Parametros Génicos en ratas alimentadas con una dieta hipergrasa

Se describe, en este trabajos, por primera vez el efecto de una dieta
hipergrasa sobre el patron de expresion diario del gen de NPY (neuropéptido
principal de la via aexigénica), que muestra un incremento marcado en la
primera fase del periodo oscuro frente al que se observa en el grupo control,
sin cambios en el perfil de dicho ritmo en el periodo oscuro. Ello podria deberse
a la existencia de un descenso marcado en & amplitud del pico nocturno de
melatonina descrito previamente (Cano y cols, 2008), que estaria relacionado
con la expresion del gen NPY en el animal control, pero no en el obeso. A
diferencia de lo que ocurre en el grupo control, también se encuentra elevada la
expresion del gen de NPY durante el periodo luminoso. Si consideramos que
este aumento es indicativo de una activacion de la via orexigénica, ello
sugeriria que la rata come durante todo el dia. Sin embargo, dado que la
cantidad de comida que ingieren las ratas alimentadas con una dieta
hipergrasa por dia es igual a la de los animales controles, alimentados con una
dieta de mantenimiento, cabria suponer que debido probablemente al efecto
saciante de los lipidos Boqué y cols, 2009; Rolls y cols, 2009), los animales
comen menos cantidad de comida, pero con mayor frecuencia. Sin embargo,
hay que resaltar que el efecto de la dieta hipergrasa es opuesto para este gen
en ratones (Kohsaka y cols, 2007). Ademas, la diferencia de respuesta estaria
en la composicion de las dieta dietas utilizadas (alta en grasas en este estudio
frente a dieta hipergrasa, baja en carbohidratos en el estudio con ratones).

El patron de expresion génica diario del gen de POMC seguiria un patron
similar al de NPY en el grupo control con valores maximos de dicho parametro
durante la primera fase del periodo oscuro, lo que indicaria un incremento en
las sefiales inhibidoras del apetito en oposicién a lo mencionado para el NPY.
Sin embargo, en las ratas obesas, la disminucion de melatonina nocturna

(Cano y cols, 2008) produciria un desajuste del reloj endégeno central que se
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traduciria en un adelanto de fase de 4 horas en la expresion méaxima del gen de
POMC y ademas con la aparicion de otro maximo a las 09:00 h. Todo ello
indicando que la dieta es un zeitgeber externo que regula la homeostasis del
individuo (Arble y cols, 2009; Van der Steen y cols, 2010). Es importante
destacar que la relacion que aparece entre la expresion del gen de NPY y del
de POMC en el grupo control desaparece en los animales alimentados con una
dieta hipergrasa, produciendo desajustes en la relacion mecanismo
orexigénico/mecanismo anorexigénico a lo largo del dia y por tanto,
desajustando el periodo de ingesta y/o utilizacion de los sustratos energéticos.
De hecho, los componentes mayoritarios de la dieta actuarian a nivel del reloj
enddgeno central re-sincronizandole (Boqué y cols, 2009; Rolls y cols, 2009) e
induciendo nuevas relaciones en los mecanismos reguladores del apetito.
La expresion del gen de PrRP en animales controles, muestra un ritmo diario,
en el hipotdlamo medio basal, con valores maximos durante el periodo oscuro.
Como ocurria en el grupo control, se describe por primera vez los efectos de la
alimentacion con una dieta hipergrasa sobre el ritmo de expresion del gen de
PrRP. En los animales alimentados con una dieta hipergrasa se produce un
incremento en la amplitud del ritmo conjuntamente con un cambio drastico en
su perfil si comparamos ambos grupos. Como en el caso del animal control
tratado con melatonina, en la rata obesa se observa un perfil del ritmo que se
acoplaria al patron secretor de prolactina de la estacién de otofio, indicado que
la calidad de la dieta juega un papel fundamental para que el individuo descifre
la estacion del afio en la que se encuentra (Dibner y cols, 2010). Este hecho
podria estar también relacionado con el incremento de la adiposidad ya que la
prolactina incrementa el almacén de lipidos no solo en mamiferos sino en otras
especies que necesitan acumular sustratos energéticos para la migracion como
las aves (Yoshimura y cols, 2010) o algunos peces (Migaud y cols, 2010). Es
importante destacar que en esta condicion experimental se encuentra
marcadamente disminuida la melatonina pineal, lo que implicaria ademas un
efecto de envejecimiento en los animales obesos que ha sido descrito
previamente (Reiter y cols, 2010).

Describimos por primera vez el ritmo de expresion del gen del receptor

de leptina en el hipotdlamo medio basal de ratas adultas alimentadas con una
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dieta hipergrasa, que también sigue un patrdn ritmico con niveles de expresion
claramente elevados durante la fase oscura del fotoperiodo con respecto al
grupo control. Este efecto podria estar relacionado con el descenso de
melatonina pineal que se describe en animales obesos (Cano y cols, 2008), en
un efecto similar al descrito para los genes de NPY y de POMC. Es importante
destacar que en este gen no se observan diferencias significativas en el perfil
del ritmo. El efecto es similar al resto de los pardmetros anteriormente
analizados en este trabajo, o que sugiere que durante la primera fase del
periodo de oscuridad la leptina, al unirse a su receptor, activaria las vias
orexigénicas por el que la rata empieza a comer (Verwey y cols, 2009;
Nakagawa y cols, 2010). Aunque, paraddjicamente también comienza a activar
las vias anorexigénicas, lo que permitiria una ingesta controlada. Ello es
posible porque existen receptores de leptina tanto en la via anorexigénica como
la orexigénica de regulacién de la ingesta Sanchez-Lasheras y cols, 2010;
Schwartz y cols, 2010). El hecho de que se produzca un incremento marcado
de la amplitud del ritmo de expresion del gen de leptina, podria indicar un
desequilibrio en los mecanismos orexigénico/anorexigénico de regulacion del
apetito que formaria parte del mecanismo de induccion de la obesidad. Es
importante destacar que la leptina es un péptido anorexigénico principal que
puede modificar la actividad de otros péptidos anorexigénico como el POMC y
por lo tanto de a MSH y neurotensina implicados en la rama anorexigénica del
mecanismo de regulacion del apetito (Arora y cols, 2006; Valassi y cols,
Schwartz y cols, 2010).

La expresion del gen del receptor de insulina en ratas adultas,
alimentadas con una dieta hipergrasa, muestra un ritmo diario con valores mas
altos en la segunda fase del periodo luminoso del fotoperiodo. Como para los
otros parametros este trabajo muestra por primera vez este ritmo diario, que
confirma datos puntuales de la literatura en los que se describe la existencia de
receptores para insulina en el hipotdlamo Porte y cols, 2005; Banas y cols,
2009). Es interesante resaltar que se produce un adelanto de fase en la
expresion maxima del gen del receptor de insulina hasta las 17:00 h, cuando se
compara con el grupo control; indicando efectos no deseados en la segunda

fase del periodo luminoso en el que encontramos niveles elevados de insulina y
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de la expresion del receptor y que se corresponde con el periodo inactivo en
roedores. Ademas, se produce una disminucidbn marcada en la expresion de
este gen en ratas alimentadas con una dieta hipergrasa, a las 05:00 h, aunque
los niveles circulantes de la hormona permanecen elevados. Ello indica una
alteracion en la disponibilidad de receptores en relacion con los niveles
circulantes de la hormona que estaria reflejando el efecto de resistencia
periférica a la insulina. Esta disparidad es importante ya que se corresponde
con el periodo en el que la insulina promoveria el almacenaje de glucosa y
acidos grasos, que comienza en la segunda fase del periodo oscuro (Xuy cols,
2006; Arora y cols, 2006; Banas y cols, 2009).

Se describen, por primera vez, las variaciones diarias de los sustratos
intracelulares IRS-1 y 2, en ratas alimentadas con una dieta hipergrasa, que
transmiten la sefial de la unién a su receptor de membrana de la insulina. Esto
es posible ya que se han descrito ambos péptidos en las &reas hipotalamicas
involucradas en la regulacion del metabolismo (Kubot y cols, 2004; Schwartz y
cols, 2010) y son los mas importantes en los mecanismos reguladores del
apetito (White y cols, 2006). Los efectos de la dieta hipergrasa son similares ya
gque ambos sustratos incrementan marcadamente la amplitud del ritmo descrito
en controles. Es interesante resaltar que el incremento sostenido en estos
sustratos se corresponde con niveles plasmaticos elevados de insulina, lo que
indicaria una sefalizacion ubicua de la hormona tanto en la los tejidos
periféricos, con efectos mayoritariamente dependientes del sustrato IRS-1
(Burks y cols, 2000; Kubota y cols, 2004; Choudhury y cols, 2005), como a nivel
central, que dependen mayoritariamente del sustrato IRS-2 (Takayanagi y cols,
2008). La mayoria de los efectos de estos sustratos han sido extensivamente
estudiados a nivel hepatico (Dong y cols, 2006) y pancreatico ¢Zhang y cols,
2009).

E) Parametros génicos en ratas adultas alimentadas con una dieta
hipergrasa, tratadas con melatonina en paralelo

El tratamiento con melatonina, en ratas alimentadas con una dieta

hipergrasa, previno parcialmente los cambios en los ritmos diarios de expresion

de los genes de NPY, POMC, de los receptores de leptina, PrRP e insulina, asi
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como de los sustratos de los receptores de insulina IRS1 y 2. Los efectos en
conjunto son especificos de acuerdo con el pardmetro considerado. Asi en
algunos de ellos, se modifica la amplitud del ritmo, mientras que en otros
previene los adelantos o atrasos de fase de los valores maximos del gen
estudiado. Ello podria deberse a que se corrige la deficiencia nocturna de
melatonina por el tratamiento con la hormona pineal (Cano y cols, 2008). Este
es un efecto que hemos encontrado previamente en otros modelos
experimentales como el de la rata hiperprolactinemica en la que el tratamiento
con melatonina revirtié los efectos hipogonadotréficos descritos (Esquifino y
cols, 1989: Villanua y cols, 1989).

Los mayores efectos del tratamiento con melatonina se han detectado para
el NPY ya que evita los cambios en el perfil y en la amplitud del ritmo de la fase
oscura, que se han encontrado en el grupo alimentado con la dieta hipergrasa.
Este efecto novedoso, sugiere que la melatonina, impide que se produzcan
alteraciones en los patrones de ingesta durante el periodo oscuro del
fotoperiodo, fase en la que la rata presenta su etapa de actividad y por tanto, se
producen cambios drasticos en el metabolismo energético. Ademas, hay que
tener en cuenta, que la ingesta de alimentos se produce en esta fase también.

Asimismo, la melatonina parcialmente impidié los cambios temporales
gue se inducen en ratas obesas, en el gen de POMC sobre todo durante la fase
oscura del fotoperiodo, sugiriendo que el pico de secrecion de melatonina
durante el periodo oscuro es un modulador del metabolismo tanto a nivel
central como periférico (Revel y cols, 2009; Reiter y cols, 2010).

A diferencia de lo que ocurria para el NPY y la POMC, la melatonina
indujo un perfil en el ritmo de expresion relativa de PrRP, que se asemeja a los
niveles plasmaticos de prolactina en otofio. Esto indicaria que ademas de sus
efectos ya descritos mwmo factor anorexigénico (Takayanagi y cols, 2008), el
PrRP ejerceria un efecto temporal relacionado con la estacionalidad
representada por la prolactina, ya que este neuropéptido participa en el
mecanismo de regulaciébn de esta hormona hipofisaria (Seal y cols, 2000;
Samson y cols, 2000). Ello sugeriria que en estas circunstancias el individuo es
incapaz de identificar en qué estacion del afio se encuentra, ya que el

experimento se ha realizado en invierno y el marcador temporal estaria
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indicando otofio y con ello, sefiales diferentes para la regulacion de la ingesta
gue podria explicar por qué la rata come la misma cantidad
independientemente de la dieta que se la administra.

En el caso del receptor de leptina la melatonina previno parcialmente los
efectos de la dieta hipergrasa, siendo sus efectos mas marcados durante la
fase oscura del fotoperiodo como ocurria para los genes de NPY, POMC y
PrRP. Todo ellos indicando que existen relaciones muy estrechas entre todos
estos parametros durante el periodo oscuro para regular la ingesta y el balance
energético ya que la rata es un animal nocturno. Este efecto podria estar
relacionado con la normalizacion del pico nocturno de melatonina pineal,
claramente disminuidos en animales obesos (Cano y cols, 2008), en un efecto
similar al descrito para los genes de NPY, POMC y PrRP.

Es interesante resaltar que el tratamiento con melatonina en animales
alimentados con una dieta hipergrasa impidié los cambios de amplitud y de
perfil del receptor de insulina, que se encuentra en las ratas obesas durante el
periodo luminoso del fotoperiodo a diferencia del resto de parametros
anteriormente mencionados, que muestran sus efectos durante la fase oscura
del fotoperiodo. También estaria de acuerdo con la normalizacién de los niveles
circulantes de insulina durante el periodo luminoso del fotoperiodo. Ello, se
correlacionaria mas con los efectos periféricos de la hormona si consideramos
lo valores de IRS-1 y 2 durante el periodo luminoso. Sin embargo, es
importante destacar que se produce un descenso marcado del receptor de
insulina durante la fase oscura del fotoperiodo, que correlacionaria con los
niveles disminuidos de IRS-1 y de insulina, aunque la respuesta central de esta
ulima no estaria afectada en los efectos mediados por IRS-2, ya que este
sustrato presenta un perfil similar al del grupo control en la fase oscura del
fotoperiodo.

Todos estos datos sugieren que la melatonina seria una buena
herramienta de trabajo para desarrollar programas de prevencién por un lado y
ademas, para ver si se puede usar como terapéutica alternativa a la cirugia en
individuos obesos que es causa de mortalidad alta y de que al menos un 15%
de las ratas obesas operadas terminen recuperando el peso (Larrad y cols,
2005).
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A continuacidn se resumen las conclusiones mas relevantes de esta Tesis

Doctoral.

1.- Los resultados obtenidos indican que la administracion cronica de
melatonina, en ratas adultas macho, produjo un efecto anorexigénico, que se
explicaria al menos en parte por cambios en el metabolismo energético, segun

indican los patrones ritmicos de los parametros metabdlicos estudiados.

2.- La melatonina, administrada cronicamente a ratas adultas macho, indujo
cambios temporales no descritos hasta este trabajo, en el mecanismo de
regulacion del apetito a nivel del hipotdlamo medio basal, modificando los
ritmos de expresion génica relativa diaria de NPY, POMC, PrRP, LepR e IR, asi

como de los sustratos del receptor de insulina 1y 2.

3.- La administraciéon de una dieta hipergrasa, durante 11 semanas, a ratas
adultas macho, indujo obesidad, que se explicaria por un incremento marcado
en la amplitud y/o cambios en la fase de los ritmos diarios de los parametros

metabdlicos estudiados.

4 .- El tratamiento con melatonina desde el comienzo de la administracion de la
dieta hipergrasa a ratas adultas macho, previno parcialmente el incremento en
el peso, que se explicaria por la ausencia de cambios en los ritmos diarios de
glucosa e insulina, y por el menor grado de alteracion en el resto de los
patrones metabolicos medidos con respecto a los encontrados en animales

alimentados con la dieta hipergrasa unicamente.

5.- Se describe por primera vez, en la rata macho adulta, que la administracién
de una dieta hipergrasa, durante 11 semanas, altera la amplitud y/o la fase de
los ritmos diarios de expresion génica relativa diaria de NPY, POMC, PrRP,
LepR e IR, asi como de los sustratos del receptor de insulina 1 y 2en el
hipotalamo medio basal; alterando por tanto, la relacion temporal diaria de
todos estos parametros involucrados en la regulacion del apetito; que

explicarian al menos en parte el mecanismo de induccion de la obesidad.
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6.- Se describe por primera vez, que el tratamiento con melatonina, desde el
comienzo de la alimentacion con una dieta hipergrasa, en ratas adultas macho,
previno parcialmente los cambios de amplitud y/o fase de los ritmos diarios de
expresion de los genes de NPY, POMC, de los receptores de leptina, PRrP e
insulina, asi como de los sustratos de insulina IRS1 y 2 en el hipotdlamo medio
basal, impidiendo parcialmente que se alteren las relaciones temporales entre

todos estos parametros que forman parte del mecanismo regulador del apetito.

Globalmente los datos sugieren que la melatonina podria ser una terapia
alternativa a la cirugia, en los individuos obesos, ya que previene el efecto de
resistencia a la insulina y por tanto reduce los riesgos de padecer diabetes. Por
otro lado, previene parcialmente los efectos sobre el colesterol y los triglicéridos
reduciendo los riesgos cardiovasculares que se describen en individuos

obesos.
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