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Resumen

La nocturnina es una desadenilasa implicada en la regulacion postranscripcional de la expresion de
ciertos genes. En este estudio se pretende analizar la relacion entre la expresion de nocturnina (noc) y la
alimentacion en el carpin. Para ello se llevaron a cabo tres ensayos experimentales. En primer lugar, se ha
investigado el perfil periprandial de la expresion de noc, que mostrd tras la ingesta niveles de expresion
aumentados o reducidos en funcién de si se trata de noc-a o de noc-b. En segundo lugar, se evalud la
influencia de la privacion del alimento exponiendo a los peces a situaciones de ayuno de corta (7 dias) y
larga duracion (30 dias). Los resultados muestran que el ayuno tiene efectos opuestos en la expresion de
noc-a 'y noc-b. Por tltimo, realizamos un ensayo en el que tras un ayuno de 48 horas se reinstaura o no la
alimentacion, observando una disminucion de los transcritos de noc-a y un aumento de los de noc-b en el
grupo no realimentado. En conclusion, el presente trabajo demuestra que la alimentacion es un importante
modulador de la expresion de nocturnina en el carpin.
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Abstract

Nocturnin is a deadenylase involved in post transcriptional regulation of the expression of some genes. The
relationship between nocturnin (noc) expression and feeding has been investigated in goldfish. With this
goal, we carried out three experimental approaches. Firstly, a periprandial profile of nocturnin expression
was performed. It was shown that after feeding the nocturnin levels were either increased or decreased
depending on the type of nocturnin (a or b). Secondly, the effect of fasting was studied by exposing fish to
short fasting (7 days) and long fasting (30 days). The results show that fasting has opposite effects on noc-a
and noc-b expression. Finally, we have test in which we subjected two groups of fish to 48 hours fasting,
after this period one of them was fed back while the other continued under fasting conditions. We observed
that in the group that was not re-fed the expression of noc-a decreased while in noc-b increased. Therefore,
this study shows that feeding regulates nocturnin expression in goldfish.
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Introduccion

La nocturnina es un péptido con actividad desadenila-
sa, implicado en la regulacién postranscripcional de algu-
nos genes (Stubblefield, Terrien y Green, 2012). Estudios
recientes realizados por nuestro grupo de investigacién han
revelado la existencia de dos moléculas de nocturnina (a 'y
b) en el carpin (Carassius auratus), derivadas de la duplica-
cién gendmica experimentada por los teledsteos. A diferen-
cia de los mamiferos, en los que se ha implicado a la noctur-
nina en una gran variedad de funciones (Stubblefield et al.,
2012), en los peces no se ha publicado ningln estudio en re-
lacién con estos péptidos, desconociéndose en la actualidad
sus potenciales actividades bioldgicas. Por tanto, el objeti-
vo de este trabajo es investigar la posible relacion funcional
entre la alimentacion y la nocturnina en un pez modelo muy
utilizado en investigacion, el carpin (Carassius auratus).

Material y métodos

Los experimentos se realizaron con carpines mantenidos
en el laboratorio en condiciones de fotoperiodo 12 h de luz:
12 h de oscuridad y alimentados diariamente a las 12,00 h.
Se abordaron los siguientes disefios experimentales:

Perfil periprandial de nocturnina. Se cuantificé la ex-
presion de noc-a 'y -b en grupos de 7 peces muestreados a 3
horas y 1 hora antes de la alimentacion, en el momento de
la alimentacién, y a 1 hora y 3 horas tras la ingestion de ali-
mento.

Efecto del ayuno. Se utilizaron 3 grupos de peces (n=8/
grupo), uno control alimentado diariamente, y 2 grupos ex-
puestos a condiciones de ayuno, uno durante 7 dias y el otro
durante 30 dias, cuantificando la expresion de noc-a y -b al
final del tratamiento.

Modelo de ayuno y realimentacién. Utilizamos 3 gru-
pos de peces: uno control alimentado diariamente, y los dos
restantes se mantuvieron en ayuno de 48 horas. Transcu-
rrido este periodo uno de los grupos recibi6 alimento y el
otro no.

En todos los experimentos, se extrajeron muestras de
bulbo intestinal e higado en las que se cuantifico la expre-
sion génica de noc-a y noc-b mediante PCR cuantitativa a
tiempo real (RT-qPCR), empleando ef-/a como gen de re-
ferencia. La extraccion de RNA, el tratamiento con DNasa,
la sintesis de cDNA vy las reacciones de PCR a tiempo real
se realizaron siguiendo protocolos previamente descritos
(Blanco, Goémez-Boronat, Redondo, Valenciano y Delgado,
2016). El método del 222 fue utilizado para determinar la
expresion relativa del mRNA. Las diferencias estadisticas
se determinaron mediante un test de andlisis de varianzas
(ANOVA) y un test post-hoc de comparaciones multiples
(Student Newman Keuls).

Resultados

El perfil periprandial de expresion de nocturnina se
muestra en la Figura 1, donde se observa un incremento
postprandial (a 1 h post-ingesta) de noc-a en bulbo intesti-

Figura 1. Perfil periprandial de expresion génica de nocturnina a (izquierda) y nocturnina b (derecha) en bulbo intestinal (A,
B) e higado (C, D) del carpin. Los datos se expresan como la media =+ error. Las flechas indican la hora de la alimentacion.
Diferentes letras indican diferencias significativas entre puntos de muestreo. Los asteriscos expresan diferencias significati-

vas respecto al control (**: p<0,01; ***: p<0,001).
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Figura 2. Efecto del ayuno de 7 y 30 dias en la expresion génica de nocturnina en bulbo intestinal (A) e higado (B) del car-
pin. Los datos se expresan como la media + error. Los asteriscos indican diferencias significativas respecto al control (**:

p<0,01; ***: p<0,001).
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Figura 3. Expresion de nocturnina a 'y b en bulbo intestinal (A) e higado (B) del carpin. Los datos se expresan como la me-
dia + error. Diferentes letras expresan diferencias entre grupos.

nal, que revierte a las 3 h de la alimentacion, mientras que
el incremento de la expresion post-ingesta en el higado se
prolonga hasta las 3 h post-ingesta (Fig. 1A, C). El per-
fil periprandial de la noc-b no presenta variaciones signifi-
cativas en su expresion entre los peces que recibieron ali-
mento y el grupo que no, tanto en el bulbo intestinal como
en el higado (Fig. 1B, D), si bien en el higado la expresion
de este regulador disminuye significativamente a las 3 ho-
ras post-ingesta.

Los resultados obtenidos con los modelos de ayuno es-
tudiados se representan en la Figura 2. En el bulbo intesti-
nal, un ayuno de 7 dias reduce significativamente los niveles
de noc-a, mientras que aumenta los de noc-b. Sin embar-
go, tras 30 dias de ayuno, los niveles de expresion de am-
bas nocturninas no varian con respecto a los controles (Fig.
2A). En el higado, observamos que en los dos modelos de
ayuno (a corto plazo y a largo plazo), la expresion de noc-
a se reduce significativamente, mientras que aumenta la de
noc-b (Fig. 2B).

En la Figura 3 se muestran los resultados del protoco-
lo experimental de 48 h de ayuno seguido de realimen-
tacion. La exposicion a un ayuno de 48 horas disminuye la
expresion de noc-a en el bulbo intestinal, efecto que se re-
vierte con la realimentacion, y el efecto contrario se obser-

va para la noc-b (Fig. 3A). En el higado, observamos que los
niveles de noc-a se reducen significativamente tras 48 ho-
ras de ayuno, y la realimentacion revierte solo parcialmen-
te dicho efecto. Los niveles de noc-b no se modifican por
el ayuno, pero descienden en el grupo de peces realimenta-
dos (Fig. 3B).

Discusion

Los resultados de este trabajo constituyen los primeros
hallazgos que relacionan la expresion de nocturnina con la
alimentacion y el metabolismo en los peces. El perfil de ex-
presion observado para la nocturnina en el carpin es carac-
teristico de moléculas orexigénicas, incrementos de noc-b
en diferentes situaciones de ayuno, en concordancia con re-
sultados previos en raton (Gilbert, Douris, Tongjai, y Green,
2011). Aunque no hemos investigado esta posibilidad de re-
gulacién de la ingesta por nocturnina, podriamos pensar en
la noc-b como una posible molécula implicada en la estimu-
lacion del apetito, lo que explicaria la reduccion de sus nive-
les de expresion tras la ingesta. Sin embargo, encontramos
una relacion opuesta para la noc-a, pues la ingesta induce su
expresion, en coincidencia con resultados previos en algu-
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nas especies de mamiferos (Hussain y Pan, 2015). De esta
forma, podemos pensar en claras diferencias funcionales en-
tre ambas nocturninas del carpin, aunque desconocidas a dia
de hoy. Las marcadas respuestas de expresion de noc-a en
relacién con distintos modelos de ayuno/alimentacién en-
contradas en el carpin, sugieren una posible participacién
de esta molécula en procesos metabdlicos, como la adipogé-
nesis y otras rutas del metabolismo lipidico, como se ha de-
mostrado para los mamiferos (Hussain y Pan, 2015; Stub-
blefield et al., 2012).

Conclusion

La expresion de nocturnina en 6rganos gastrointestina-
les del carpin estd modulada por la alimentacion, pero existe
una respuesta diferencial de las dos nocturninas (a y b) pre-
sentes en este teledsteo.
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