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Este trabajo estd dedicado a todos los organismos involucrados
en el desarrollo del mismo...
y a aquellos que pretenden cambiar el orden de las estrellas.
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No creas en algo simplemente por que hayas oido sobre ello.
No creas en algo solo porque has oido un rumor o algun comentario.
No creas en algo porque lo hayas encontrado en libro religioso o sagrado.
No creas en tradiciones simplemente porque han pasado de boca en boca a
través de las generaciones. Sino luego de la observacién y el analisis cuando
encuentres algo que esta de acuerdo con la razdn, y su puesta en practica sea
beneficiosa para uno y para todos; entonces acéptalo y vive de acuerdo con
ello.

Buda.
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Resumen
La via de sefializacion del receptor para hidrocarburos de arilo (AHR) tiene un alto

impacto a nivel sistémico pues censa un amplio niumero de xenobidticos nocivos para
la salud y modula la expresion de la familia de citocromos P450 Cypla (Cyplaly
Cypla2), proteinas capaces de bioactivar xenobidtico que estan asociados a procesos
de carcinogénesis. Actualmente se ha asociado la via de sefializacion de AHR a
procesos en el desarrollo, eritropoyesis y proliferacion celular; sugiriendo un papel

fisiologico en ausencia de xenobidticos.

Por otro lado, limitar el acceso al alimento en un periodo constante, permite
modificar el patron de expresion/represion de enzimas, sistemas transportadores e
incluso receptores nucleares. Como consecuencia, las rutas metabdlicas y fisiologicas
se acoplan a los periodos de ayuno/realimentacién. En este sentido, nos interesd
determinar si la restriccion de alimento influye en la variacion de 24 h de la via de AHR
en higado de rata. Para esto, se empled un grupo control el cual tuvo libre acceso a
agua y alimento y un grupo con restriccién de alimento, el cual solo tuvo acceso al

alimento en un periodo de 2 h diarias en la etapa de luz (12 a 14 h) por 21 dias.

Los resultados mostraron que después del periodo de restriccion de alimento: el
transcrito de AHR presenta variacion en un periodo de 24 h, pero a nivel de proteina
este no presenta patron temporal. En el caso de los genes blanco, tanto Cyplal como
Cypla2 presentaron un cambio de fase a nivel de mRNA'y de proteina. Por lo anterior
se puede concluir que la restriccion de alimento no modifica la variacion temporal de

AHR, pero si modifica el patrén temporal de Cyplaly Cypla2.



| Introduccion
1.1 Receptor para hidrocarburos de arilo

El receptor para hidrocarburos de arilo (AHR, por sus siglas en inglés) es miembro de
la superfamilia de reguladores transcripcionales que presenta en su region N-
terminal un sitio de union al DNA del tipo basico hélice-bucle-hélice (bHLH, por sus
siglas en inglés), mientras que la regién C-terminal esta formada por una secuencia
homologa a PER/ARNT/SIM (PAS, por sus siglas en inglés) (figura 1) (Kewley et al.,
2004; Gu et al., 2000; Furness et al., 2007).

A nivel celular el AHR aparece predominantemente en el citoplasma (lkuta et al.,
2000), unido a un dimero de HSP90, un mondmero de XAP2 y otro de p23 (Carver et
al., 1994; Whitelaw et al., 1995; Ma y Whitlock, 1997, Carver y Bradfield, 1997; Meyer
et al., 1998). La expresion de AHR se ha reportado particularmente en pulmén,

higado, rifién, bazo y placenta (Abel y Haarmann, 2010).

El AHR cumple la funcion de sensor para un amplio nimero de moléculas exdgenas
asociadas a procesos toxicolégicos; y como transductor de sefiales para enzimas
involucradas en la biotransformacién y disposicién de dichos contaminantes (Verma
et al.,, 2012). Ademas, el AHR esta involucrado como un modulador positivo/negativo
de la proliferacion celular (Murray, 2004), en la adhesién y migracion celular (Sadek y

Allen-Hoffman, 1994), y en la hematopoyesis (Lindsey y Papoutsakis, 2012).

bHLH PAS-A  PAS-B Q P/S
] |
ID TA

Figura 1. Dominios estructurales de AHR. Sitios de activacion de transcripcién (TA), dominio
inhibitorio (ID), zona rica en glutamina (Q), zona rica en prolina y serina (P/S) (Modificada de Kewley
et al., 2004).



1.2 Ligandos de AHR

Un ligando se define como una molécula, ion, hormona o compuesto que tenga la
capacidad de unirse a otra molécula en un sitio especifico (receptor) (Campbell,
2005). Como se menciond con anterioridad, el AHR cumple la funcién de sensor para
moléculas exdgenas; siendo el 2,3,7,8-[3H] tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) el
primer ligando descrito para AHR (Poland et al., 1976); posteriormente se derivaron
reportes identificando y caracterizando multiples ligandos para el AHR, que han sido

clasificados en clasicos y no clasicos (Figura 2) (Busbee et al., 2013).

Los ligandos clasicos son aquellas moléculas planas con caracteristicas similares a las
del TCDD, como hidrocarburos aromaticos halogenados (dioxinas policlorados vy
bifenoles), numerosos hidrocarburos policiclicos aromaticos y moléculas similares
(benzo [a] pireno y 3-metilcolantreno); por lo que las estructuras planas con una
dimensidon méaxima de Van der Waals de 14 x 12 x 5 A son capaces de ser ligandos de

AHR (Denison y Nagy, 2003; Busbee et al., 2013).

Los ligandos no cldsicos son aquellas moléculas que tienen caracteristicas
estructurales y fisicoquimicas muy diferentes al TCDD, actualmente se han
identificado un amplio de numero moléculas de origen vegetal como indoles,
flavonoides, alcaloides, tetrapiroles, metabolitos del acido araquiddnico,
carotenoides y astaxantinas; ademas de multiples moléculas enddgenas como
lipoxina A4, prostaglandinas, metabolitos de leucotrienos y metabolitos del triptofano

(Denison y Nagy, 2003; Busbee et al., 2013).

Ligando clasicos Ligandos no clasicos
O e
O0H
2,3,7 8-tetraclorodibenzo-p-dioxina Benzo[ a]plreno Prostaglandina G2 Indirrubina

Figura 2. Esquema de ligandos clasicos y no cldsicos de AHR (Modificado de Busbee et al., 2013).



1.3 Via de transduccion de AHR

El AHR normalmente estd en el citoplasma y una vez que el ligando atraviesa la
membrana celular se da la unién del ligando al AHR, este pasa por un cambio
conformacional, exponiendo la secuencia de localizacion nuclear (NLS, por sus siglas
en inglés) (lkuta et al., 1998; Soshilov y Denison 2008). EI complejo ligando-AHR es
traslocado al nucleo y ahi el AHR es liberado del complejo de proteinas que lo retenia
en el citoplasma (dimero de HSP90, XAP2 y p23) (Pollenz et al., 1994), seguido de la
dimerizacién con el traslocador nuclear del AHR (ARNT, por sus siglas en inglés). La
formacién del complejo ligando-AHR:ARNT reconoce la secuencia 5-TNGCGTG-3’
(elemento de respuesta a dioxinas, DRE por sus siglas en inglés) (Denison et al., 1988);
iniciando la transcripcion de una bateria de genes formada por CYP1A, CYP1B1,
CYP2S1, UDP-glucoronosil transferasa (UGT1A6), quinona oxidorreductasa-1
dependiente de NAD(P)H (NQO1), aldehido deshidrogenasa (ALDH3A1), glutatién S-
transferasa, glicoproteina-P y proteinas asociadas a resistencia a multiples drogas

(MRPs) (Figura 3) (Fujii-Kuriyama y Mimura, 2005; Kawajiri y Fujii-Kuriyama, 2007).
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Figura 3. Esquema representativo de la via de sefializacién del AHR
(Modificado de Furness et al., 2007).



1.4 Cypla

Los citocromos P450 (Cyp) son una superfamilia de hemoproteinas que catalizan la
monooxigenacion de diferentes endobidticos y xenobidticos. Existen 57 familias
presentes en vertebrados, de la cual la familia Cypla se conforma por 2 genes (Cyplal

y Cypla2) (Operafia et al., 2007).

El Cyplal se encarga del metabolismo de hidrocarburos aromaticos policiclicos como
el Benzo [a] Pireno (figura 4), aminas heterociclicas y aromaticas; los cuales son
considerados promutagenos pues sus metabolitos son capaces de formar aductos en
el DNA, proceso que esta asociado con la iniciacion de la carcinogénesis (Witlock,
1999). El Cyplal se expresa principalmente en pulmdn, también se ha reportado en

higado fetal pero no de forma constitutiva en higado de adulto (Shimada et al., 1995).

El Cypla2 participa en el metabolismo de N-nitrosaminas, aflatoxinas B1 (Figura 4),
hidrocarburos nitropoliciclicos y aminas aromaticas que son reconocidos como
promutagenos; ademdas metaboliza farmacos como el acetaminofén, clozapina,
fenacetina, tacrina, entre otros (Yamazaki et al.,, 1992). El Cypla2, se expresa
constitutivamente en higado y no se ha detectado en pulmon (Kitada et al., 1991,

Shimada et al., 1995).
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Figura 4. Esquema representativo del metabolismo del Benzo [a] Pireno vy la aflatoxina By, por
medio de Cyplaly Cypla2 respectivamente (Modificado de Zeldin y Seubert, 2008).



1.5 Ritmos circadianos

El término “circadiano” deriva del latin circa (alrededor) y dies (dia), por lo que ritmo
circadiano se refiere a ciclos de 24 h aproximadamente, promovidos principalmente
por la transicion luz/oscuridad (Eckel y Sassone, 2013); siendo la luz el principal
sincronizador del ritmo circadiano. La luz es percibida por la retina y la sefial es
transmitida por el tracto retinohipotaldmico hacia el nucleo supraquiasmatico (SCN,
por sus siglas en inglés); estructura que se encarga de interpretar los estimulos
luminosos, enviando sefiales neurales y hormonales hacia los 6rganos para mantener
la ritmicidad de aspectos fisioldgicos y conductuales (Figura 5) (Gooley et al., 2001;

Panda et al., 2002).

Figura 5. Esquema del efecto de la luz sobre los ritmos circadianos en érganos periféricos
(Modificada de Damiola et al., 2000).

El reloj circadiano es un mecanismo molecular que se compone por un complejo
activador formado por el disparador de salida de ciclos circadianos del aparato
locomotor (CLOCK, por sus siglas en inglés) y la proteina 1 similar a Arnt de cerebroy
musculo (BMAL1, por sus siglas en inglés), los cuales forman el complejo
CLOCK:BMAL1 que reconocen la secuencia 5'-CACGTG- 3’ o E-box, presentes en la
region promotora de una gran variedad genes incluyendo al complejo represor
formado por periodo (Per, por sus siglas en inglés) y criptocromo (Cry, por sus siglas
eninglés); estos forman un heterodimero (PER:CRY) que inhibe al complejo activador,

deteniendo la transcripcion (Zheng et al., 2001).



Durante este paso PER y CRY citoplasmaticos son degradados, proceso que disminuye
la interaccion con el complejo CLOCK:BMAL1, promoviendo que la transcripcion sea
reactivada (Figura 6). La expresion de estos genes no se limita a las neuronas del SCN;
se ha observado que multiples nucleos cerebrales y 6rganos como higado, pancreas
intestino, los expresan de forma ritmica; y sus ciclos persisten en ausencia de la
influencia del SCN, a través de mecanismos locales para cada érgano, por lo que son
considerados como osciladores periféricos (Gekakis et al., 1998; Sangoram et al.,

1998; Kume et al., 1999; Zheng et al., 2001).

El ritmo circadiano modula el metabolismo y la homeostasis de la energia en tejidos,
a través de la expresion y/o actividad de ciertas enzimas y sistemas trasportadores
(Hirota y Fukada, 2004; Green et al., 2007; Kohsaka y Bass, 2007; Froy, 2013); asi
como un vasto numero de receptores nucleares involucrados en el metabolismo
(Froy, 2013). De la misma forma el AHR presenta un patron circadiano (Richardson et
al., 1998; Yang et al., 2006) y media la expresion de Cyplal bajo un patron circadiano
(Tanimura et al., 2011). Por otro lado, la activacién de AHR afecta directamente al
reloj circadiano, pues se ha observado que la respuesta a la luz se ve alterada en
ratones que han sido expuestos a TCDD (Mukai et al., 2008), y que la B-naftoflavona,
a través de la activacién del AHR, puede atenuar la expresion de perl inducida por la

presencia de luz en los mamiferos (Xu et al., 2013).

Activadores

Genes modulados por reloj

MRNA

Retroalimentacion

Represores

Figura 6. Esquema representativo de la retroalimentacion en el reloj molecular (Froy, 2013).



1.6 Restriccion de alimento

La restriccion de alimento se refiere a limitar el tiempo y duracion de la disponibilidad
de alimento sin una reduccion de calorias (Cassone y Stephan, 2002; Hirota y Fukada,
2004). Se ha observado que los animales bajo una restriccion de alimento en pocos
dias se ajustan su conducta al periodo de alimentacion; ademas, presentando
secrecion de corticosterona, motilidad gastrointestinal y actividad locomotora
aproximadamente 2 h antes del periodo de alimentacion (Comperatore y Stephan,

1987; Honma et al., 1983; Saito et al., 1976; Stephan, 2002).

La restriccion de alimento afecta las oscilaciones circadianas en dérganos como el
higado, rifidn, corazén y pancreas, sin afectar el ritmo en el SNC (Figura 7) (Cassone y
Stephan, 2002); incluso su efecto oscilatorio se presenta en animales con mutaciones
en clock y lesiones en el SCN (Horikawa et al., 2005). Se ha observado que actividades
fisiologicas como la temperatura corporal, actividad locomotora y ritmo cardiaco se
ajustan a los tiempos de acceso al alimento (Boulamery-Velly et al., 2005); pero en
cuanto la disponibilidad del alimento regresa a ser ad libitum, estas funciones vuelven

a ser moduladas por el SCN (Damiola et al., 2000).

Figura 7. llustracion del efecto de la luz y el alimento sobre los ritmos circadianos en érganos
periféricos (Modificada de Damiola et al., 2000).



Actualmente se ha descrito en protocolos de restriccion de alimento cambio en Ia
expresion de Cyp7al y de la citocromo P450 oxidoreductasa (un componente
catalitico de la mayoria de los Cyp) (Hirao et al., 2006); sin embargo dentro del mismo
trabajo se observa que la abundancia de Cyp totales no cambia con la restriccion de
alimento, lo que sugiere que la modulacién de cada uno de los Cyp es diferente.
Dentro de nuestro grupo de trabajo, mediante el uso de la técnica de microarreglos,
se observo la disminuciéon en la transcripcion de Cyplal y Cypla2 en el higado de
ratas bajo una restriccion de alimento con respecto a los alimentados ad libitum (Diaz,

et al. Inédito).

Il Planteamiento del problema

Actualmente, el estudio de la via de AHR es amplio a través del enfoque toxicolégico,
ya que este cumple la funcion de sensor para un amplio nimero de xenobidticos
nocivos para la salud. Recientemente, se ha observado que el AHR tiene variacion
circadiana en higado, ademas de estar involucrado en procesos endégenos como
desarrollo, eritropoyesis y proliferacion celular; sugiriendo un papel fisioldgico en

ausencia de xenobidticos.

La restriccion de alimento modifica el patron de expresion/represion de enzimas,
sistemas transportadores e incluso receptores nucleares, por lo que el seguimiento
de este protocolo permite ajustar multiples rutas fisiolégicas del organismo a través
de periodos de ayuno/realimentacion. Recientemente en el laboratorio mediante el
uso de la técnica de microarreglos, se observd la disminucidn en la transcripcion de
Cyplaly Cypla2, en el higado de ratas bajo una restriccion de alimento con respecto

al grupo con libre acceso a alimento (Diaz, et al. Inédito).

Por lo anterior, el interés de este estudio es determinar si la restriccion de alimento

influye en la variacién de 24 h de la via de AHR en higado de rata.



Il Hipotesis
Ya que la restriccion de alimento modula la expresion temporal de genes involucrados

en el metabolismo, la variaciéon de 24 h de la via de sefializacion de AHR presentara
un cambio de fase cuando se empleé el modelo de restriccidon de alimento en Rattus

norvegicus.

IV Objetivos
General
e Determinar el efecto de la restriccion de alimento sobre |la variacion de 24 h

de la via de sefializacién de AHR en higado.
Particular

e Determinar si la restriccion de alimento modifica la variacion de 24 h de AHR
hepatico a nivel de mRNA y proteina.
e Determinarsila restriccion de alimento modifica la variacion de 24 h de CYP1A

hepatico a nivel de mRNA, proteina y actividad enzimatica.

V Material y método
5.1 Modelo biolodgico

Se emplearon ratas macho de la cepa Wistar con un peso de 180 a 210 g adquiridos
del bioterio del INB y mantenidos conforme a la guia institucional para cuidado y uso
de animales bajo experimentacién biomédica (UNAM). Los animales fueron
mantenidos en grupos de 4 en cajas de acrilico transparente (40 x 50 x 20 cm), con
un fotoperiodo de 12 h luz-12 oscuridad (las luces se prenden a las 08:00 h) y una
temperatura constante de 22 °C. De primera instancia los animales fueron
mantenidos con libre acceso a agua y alimento (laboratory rondent diet 5001, Lab

Diet).



5.2 Modelo experimental

Las ratas fueron colocadas de forma aleatoria en uno de los siguientes grupos vy
mantenidas bajo esas condiciones durante 3 semanas: grupo control, con acceso libre
a aguay alimento; grupo con restriccion de alimento, con acceso al alimento limitado
manualmente a 2 h diarias (12:00 a 14:00) (figura 8). Adicionalmente se establecieron
2 grupos: grupo ayuno, con acceso libre a agua y alimento durante 3 semanas, en el
ultimo dia se les retird el alimento (desde las 14:00 h); mientras que el grupo de
realimentacion tuvo las mismas condiciones que el grupo de ayuno, con la

modificacién de que este grupo recibid 2 h de alimento (12:00 a 14:00 h).

Al finalizar el protocolo de alimentacién, los grupos fueron sacrificados en intervalos
de 3 h en un periodo de 24 h, iniciando este a las 8:00 h; mientras que el grupo de
ayuno y realimentacion fueron sacrificados a las 11:00 h y 14:00 h, respectivamente.
Se extrajo el higado, del cual se tomd un trozo de aproximadamente 1 cm? para la
obtencion de mRNA total, y el resto se empled para para la obtencion del

homogenado y fraccion microsomal.

Figura 8. Esquema representativo de los periodos de acceso al alimento. La parte oscura simboliza
las 12 h oscuridad y la amarilla las 12 h de luz; mientras que el tiempo de acceso al alimento es
representado con la presencia del pellet a lo largo del ciclo de 24 h.
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5.3 Extraccion de RNA

La extraccidn total de RNA se realizé a partir 30 mg de las muestras de higado usando
el kit SV total RNA isolation system (PROMEGA) de acuerdo a las condiciones del
proveedor. El RNA extraido fue disuelto en agua vy cuantificado por
espectrofotometria en 260 nm en un nanodrop 1000. La relacion de A260/280 mayor

a 1.8 fue considerada como una medida de pureza de RNA.

5.4 Sintesis de cDNA

A partir de 2 ug del RNA total se realizé la transcripcion reversa a cDNA en un volumen
total de 2 uL empleando el kit thermo Scientific RevetAid first strand cDNA synthesis
(thermo Scientific) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. Se utilizaron random

hexamer primer en la reaccion.

5.5 Oligonucleodtidos

Los oligonucledtidos que se emplearon para amplificar los transcritos del AHR, ARNT,
Cyplal y Cypla2 se reportaron previamente (Brauze et al., 2006; Katsanou et al.,
2014; Shen et al., 2015) y fueron elegidos debido a que el amplicon cruza entre
uniones exon-exon evitando amplificaciones de secuencias por contaminaciéon de

DNA gendmico. La especifidad fue verificada con el alineamiento de BLAST (Tabla 1).

5.6 Reaccion de RT-PCR

Los fragmentos de cDNA de AHR, Arnt, Cyplaly Cypla2 fueron amplificados por RT-
PCR en el equipo CFX96 real time system (BIORAD) usando SYBR GREEN como
colorante detector. La amplificacion se realizé en un volumen de 10 plL durante 40
ciclos usando los siguientes parametros: 10 min de 95°C, 10 s de 95°C, 30 s de 60°C,
30 s para la Tm descrita en tabla 1 para cada gen. Adicionalmente, en cada plato se
realizd una reaccioén sin RT como control indicativo de contaminacion gendmica de

DNA.
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Los niveles de expresion fueron calculados con el software Bio-Rad CFX manager
version 3.1 y estos normalizados con respecto al gen de la proteina ribosomal S18
(RPS18) empleando el modelo propuesto por Livak y Schmittgen, 2001. Se empled
RPS18 ya que se ha demostrado que su expresion no se ve afectada por la restricciéon

de alimento (Valdes-Fuentes et al., 2015).

Tabla 1 Oligonucledtidos usados en el RT-PCR

Numero de acceso Secuencia Tamafio de Tm
al gen amplicon (bp) | (°C)
AHR, NM_013149.3 Fw: 5’ gggccaagagcttctttgatg 3’ 104 63°C
Rv: 5’ gcaagtcctgecagtctetga 3’
Arnt, NM_012780 | Fw: 5’ agagacttgccagggaaaatcata 3’ 111 66°C
Rv: 5’ tttcgagccagggcactacagg 3’
Cyplal, Fw: 5" taactcttccctggatgecttcaa 3’ 109 63°C
NM_012540.2 Rv: 5’ gtcccggatgtggeccttctcaaa 37
Cypla2, Fw: 5" accctgagtgagaaggtgat 3’ 98 60°C
NM 012541.3 Rv: 5’ gaggatggctaagaagagga 3’
Rps18, Fw: 5’ ttcagcacatcctgegagta 3 136 60°C
NM 213557.1 Rv: 5" ttggtgaggtcaatgtctge 3’

5.7 Homogenado de higado y fraccion microsomal

El higado se homogenizd en un amortiguador que contenia Sacarosa 25 mM, Tris-HCl
10 mM, BSA 0.2 %, EGTA 0.3 mM y pH 7.4 en un volumen 1:5. Posteriormente una
parte del homogenado se centrifugd a 15 000 g durante 15 min en una centrifuga
Beckman Counter Avanti modelo J-301. El sobrenadante se recuperd para ser
centrifugado a 7 000 g durante 15 min, y el sobrenadante resultante posteriormente
se centrifugd a 100 000 g durante 1 h en la ultracentrifuga Beckman Counter Optima
XL 100 K. El precipitado se resuspendié en el amortiguador antes descrito, para

obtener la fraccion microsomal.
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5.8 Cuantificacion de proteinas del homogenado y de la fraccion
microsomal de higado de rata

La cuantificacidon de las proteinas del homogenado y fraccion microsomal se realizd
conforme al ensayo original de Bradford en 1976, con modificaciones para su lectura
en microplaca. Se emplearon 10 pl de una dilucién 1:80 de cada una de las muestras
en agua, adicionando 200 pl de una dilucion 1:4 del reactivo de Bradford en agua,
cuantificando su absorbancia a 595 nm en un lector de microplaca Synergy H4™.

5.9 Inmunodeteccion del AHR en homogenado y de CYP1A1 y CYP1A2 de la
fraccion microsomal de higado

Se realizo la electroforesis de 50 pg de proteina del homogenado en un gel de 10%
poliacrilamida (SDS-PAGE), en presencia de un sistema discontinuo tris-Base 25 mM,
glicina 192 mM y SDS al 10 %. Se hizo la transferencia a una membrana de
nitrocelulosa de 0.45 um (BioRad) a 23 v por 40 min en la presencia de una solucion
tris-Base 25 mM vy glicina 192 mM. La membrana fue bloqueada por 2 h con 10 % de
albumina en un amortiguador TBS, que contenia 0.1 % Tween 20, 10 mM Tris-Base y

150 mM de NaCl (Gallagher et al., 2007).

Posteriormente se incubo la membrana por 2 h con un anticuerpo policlonal para AHR
(Abcam ab2770) en una disolucién de 1:2500 en TBS al 5 % de albumina. Se incubd
por 60 min a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario (Gt IgG H+L HRP)

en una dilucion 1:4000.

Se empled el mismo protocolo utilizando 50 pg de la fraccidon microsomal para la
inmunodeteccion de CYP1A1l y CYP1A2 mediante los anticuerpos sc-20772 vy sc-

30085, respectivamente, a una dilucién 1:2000.
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5.10 Evaluacién de la O-desalquilacion de etoxiresorufina (EROD) vy
metoxiresorufina (MROD) por la fracciéon microsomal de higado de rata

Esta reaccion fue medida conforme al protocolo original (Burke et al., 1994), con
modificaciones para microplaca en un lector Synergy H4™. En un volumen final de
200 pl que se incubd a 37 °C por 3 min, el cual contenia 150 pl de buffer Tris 50 mM
y MgCl2 25 mM, 40 ug de proteina de la fraccion microsomal, y 5 pl de EROD de una
solucién 50 uM. La reaccion fue iniciada con la adicion de 40 ul de NADPH 5 mM vy se
realizaron 20 lecturas con intervalos de tiempo de 20 seg. El protocolo anterior se

empled para MROD del cual se usd 0.75 ul de una solucion de 500 uM.

5.11 Pruebas estadisticas

Para determinar si los datos obtenidos presentan variacion temporal se realizd la
prueba de ANOVA de 1 via; mientras que para identificar si hay diferencias entre en
grupo de restriccion de alimento y el grupo control del mismo horario se realizo la
ANOVA de 2 vias. Todas las pruebas fueron realizadas en el programa IBM SPSS 21"
version para Windows. Los datos se muestran como la media del grupo +/- el error

estandar (E.E.).

VI Resultados

Para investigar el efecto de la restriccion de alimento sobre la via de sefializaciéon de
AHR en el higado de rata, a un grupo de animales se le limitd el acceso al alimento a
2 h diarias durante la fase luminosa (eliminando la influencia de la conducta habitual
de alimentacién durante la fase oscura) y libre acceso a agua por 21 dias.
Adicionalmente se emplearon 2 grupos mas, uno con un periodo de ayunode 22 hy
otro con el periodo de ayuno seguido de 2 h de acceso al alimento; esto con el
objetivo de evaluar si los cambios reflejados presentados en el grupo de restricciéon
de alimento son derivados del periodo de ayuno-realimentacion, o requieren de un

mayor tiempo para adaptarse a la nueva condicion del alimento.
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6.1 mRNA de AHR, Arnt, Cyplaly Cypla2

La expresion del AHR fue analizada por RT-PCR cuantitativo del tejido hepatico de
ratas de cada grupo. En la figura 9 se presentan los resultados de la expresién relativa
de AHR normalizados con respecto a Rps18. El grupo control presentd variacion
temporal de 24 h, particularmente un patron bifdasico con un punto maximo en la fase
luminosa (14 h) y otro en la fase oscura (23 h); mientras que el patron temporal de
expresion del AHR en animales con restriccion de alimento presentd cambio en la
transcripcion a las 8 y 20 h con respecto al grupo control. De misma forma, el grupo
de ayuno y de realimentacién no presenté cambio con respecto al grupo control; sin
embargo, el grupo de realimentaciéon mostré un cambio con respecto al grupo de

restriccion de alimento.

0.4 -
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Figura 9. Variacion temporal (®) y efecto de la restriccion de alimento (e), periodo de ayuno () y
realimentacion (@) sobre la expresion de mRNA de AHR en de higado de rata. Las cajas negras indican
el intervalo de tiempo que la luz permancia apagada, mientras que la caja con rayas en diagonal al
periodo de acceso al alimento en el grupo con restriccion. Los datos se expresan en veces de
incrementos relativos con respecto al gen RPS18. a P<0.05 con respecto al control del mismo horario
y B P<0.05 con respecto al grupo de restriccion del mismo horario. Cada punto corresponde al
promedio de tres lecturas de cuatro ratas +/- E.E.
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Enlafigura 10 se presenta la tasa de transcripcién de AHR en la fase luminosa y oscura
del grupo control y del grupo con restriccion de alimento; asi como la transcripcién
total de cada grupo. De forma caracteristica se observa una mayor transcripcion del
AHR en la fase oscura en el grupo control; y esta misma tendencia se refleja en el
grupo de restriccion de alimento. Mientras que la transcripcién total de cada grupo

no presento diferencia entre ambos grupos.

Durante la determinacién de la transcripciéon de AHR en cada horario se observan
cambios en el grupo con restriccion de alimento (8 y 20 h), es posible que los picos de
transcripcion observados en el grupo control (14 y 23 h) hayan presentado un
adelanto, pero este al ser bifasico no permite distinguir un cambio en la trascripcion
total durante las fases. Lo anterior puede ser debido a que el AHR presenta en su
region promotora una caja GC, la cual se ha asociado a genes de trascripcién lenta
(Garrison y Denison, 2000); lo que puede explicar su baja respuesta en el grupo con

restriccion de alimento.
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Figura 10. Cada barra corresponde al promedio +/- E.E. de cada uno de los registro en fase luminosa
(barra blanca) y fase oscura (barra negra) de cada grupo; y el promedio de los valores obtenidos en
el grupo control (barra gris) y en el grupo de restricciéon (barra azul).
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La expresion del Arnt fue analizada por RT-PCR cuantitativo del tejido hepatico de
ratas de cada grupo. En la figura 11, se presentan los resultados de la expresion
relativa de Arnt normalizados con respecto a Rps18. El grupo control presentd un
patrén de variacion temporal de 24 h, mostrando un pico maximo a las 23 h para
mantener una baja transcripcion durante el periodo luminoso. De forma interesante
el grupo con restriccion de alimento perdid la caracteristica ritmica de la expresién de
Arnt para tener una mayor transcripciéon durante la fase luminosa; particularmente a
las 23 y 2 h el grupo con restriccion de alimento presentd una baja transcripcidn con
respecto al grupo control. Por otro lado, en el grupo de ayuno no se observd
diferencias con respecto al grupo control ni al de restricciéon de alimento; siendo el

grupo de realimentacion el que presentd un aumento con respecto al grupo control.
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Figura 81. Variacién temporal (@) y efecto de la restriccién de alimento (e), periodo de ayuno (e)y
realimentacion (@) sobre la expresién de mRNA de Arnt en de higado de rata. Las cajas negras indican
el intervalo de tiempo que la luz permancia apagada, mientras que la caja con rayas en diagonal al
periodo de acceso al alimento en el grupo con restriccién. Los datos se expresan en veces de
incrementos relativos con respecto al gen RPS18. Cada punto corresponde al promedio de tres
lecturas de cuatro ratas +/- E.E. a P<0.05 con respecto al control del mismo horario y f P<0.05 con
respecto al grupo de restriccion del mismo horario.
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Enlafigura 12 se presenta la tasa de transcripcion de Arnt en la fase luminosa y oscura
del grupo control y del grupo con restriccion de alimento; asi como la transcripcién
total de cada grupo. En el grupo control se observa una mayor transcripcion de Arnt,
durante la fase oscura, respuesta que se invierte en el grupo con restriccion de
alimento sugiriendo que la expresion de Arnt presentd un cambio de fase;
particularmente la transcripcion aumenté considerablemente en la fase luminosa,
mientras que en la fase oscura mostrd una disminucién, ambos casos con respecto al
grupo control. De forma interesante, la transcripcion total grupo control y el de

restricciéon de alimento, no presentaron cambio entre ellos.

Poco esta documentado sobre la induccion de Arnt, sin embargo, este componente
es utilizado por otros miembros de la superfamilia bHLH-PAS, por lo que su cambio
en el patron temporal puede estar asociado a otro proceso que se haya modificado

por la restriccion de alimento.
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Figura 12. Cada barra corresponde al promedio +/- E.E. de cada uno de los registro en fase luminosa
(barrablanca)y fase oscura (barra negra) de cada grupo; y el promedio global de los valores obtenidos
en el grupo control (barra gris) y en el grupo de restriccion (barra azul). y P<0.05 con respecto al
control de la misma fase.
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La expresion del Cyplal fue analizada por RT-PCR cuantitativo del tejido hepatico de
ratas de cada grupo. En la figura 13, se presentan los resultados de la expresion
relativa de Cyplal normalizados con respecto a Rps18. Los niveles de Cyplal en
higado de rata del grupo control mostraron un patrén de variacion temporal de 24 h
con los niveles mas altos en la fase oscura (20, 23 y 2 h). De forma interesante el
patrén temporal de 24 h de Cyplal en higado de ratas con acceso al alimento en la
fase luminosa mostro los picos mas altos en el intervalo de 2 h antes 'y 2 h después al
acceso al alimento (11, 14 y 17 h), siendo significativos con respecto al grupo control.
Particularmente las mediciones realizadas en el grupo de ayuno y realimentacion no
reflejaron cambio con respecto al grupo control, pero si con respecto al grupo de

restriccion de alimento.
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Figura 93. Variacién temporal (@) y efecto de la restriccién de alimento (e), periodo de ayuno (e)y
realimentacién (®) sobre la expresion de mRNA de Cyplal en de higado de rata. Las cajas negras
indican el intervalo de tiempo que la luz permancia apagada, mientras que la caja con rayas en
diagonal al periodo de acceso al alimento en el grupo con restriccion. Los datos se expresan en veces
de incrementos relativos con respecto al gen RPS18. a P<0.05 con respecto al control del mismo
horario y B P<0.05 con respecto al grupo de restriccion del mismo horario. Cada punto corresponde
al promedio de tres lecturas de cuatro ratas +/- E.E.
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En la figura 14 se presenta la tasa de transcripcion de Cyplal en la fase luminosay
oscura del grupo control y del grupo con restriccién de alimento; asi como la
transcripcion total de cada grupo. El grupo control mostro una mayor transcripcion
de Cyplal en la fase oscura, sin embargo, en el grupo de restriccion de alimento se
observd mayor transcripcion durante el periodo luminoso, sugiriendo que la
expresion de Cyplal presentdé un cambio de fase. Al comparar los datos
determinados por el grupo control y el de restriccion de alimento, se observa un

aumento en la transcripcion en el grupo con restricciéon de alimento.

De acuerdo con Kawajiri K. y Fujii-Kuriyama, 2007; Cyplal presenta 7 DRE en su
region promotora, por lo que es considerado un control positivo de activacion de
AHR; es posible que este aumento en la transcripcién en el periodo previo y posterior
a la alimentacién sea debido a un ligando que de forma transitoria activa a AHR, y con

ello la transcripcion de Cyplal.
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Figura 14. Cada barra corresponde al promedio +/- E.E. de cada uno de los registro en fase luminosa
(barrablanca)y fase oscura (barra negra) de cada grupo; y el promedio global de los valores obtenidos
en el grupo control (barra gris) y en el grupo de restricciéon (barra azul). y P<0.05 con respecto al
control de la misma fase y 6 P<0.05 con respecto al control de la misma fase.
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La expresion del Cypla2 fue analizada por RT-PCR cuantitativo del tejido hepatico de
ratas de cada grupo. En la figura 15, se presentan los resultados de la expresion
relativa de Cypla2 normalizados con respecto a Rps18. La expresion de Cypla2
mostrd una mayor transcripcion en la fase oscura (23 h), y este decae en los horarios
subsecuentes manteniendo baja transcripcién durante el periodo luminoso;
particularmente una mayor magnitud durante todo el ciclo de 24 h con respecto al
Cyplal. Por otro lado, en el grupo de restriccion de alimento el Cypla2 presentd alta
transcripcién en la etapa del encendido de la luz (8 h) con respecto al grupo control,
y decayendo en las subsecuentes horas. Mientras que en el grupo de ayuno vy
realimentacion solo se observd cambios con respecto al grupo de restricciéon de

alimento.
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Figura 15. Variacion temporal (e) y efecto de la restriccion de alimento (e®), periodo de ayuno (e) y
realimentacion (e) sobre la expresion de mRNA de Cypla2 en de higado de rata. Las cajas negras
indican el intervalo de tiempo que la luz permancia apagada, mientras que la caja con rayas en
diagonal al periodo de acceso al alimento en el grupo con restriccion. Los datos se expresan en veces
de incrementos relativos con respecto al gen RPS18. a P<0.05 con respecto al control del mismo
horario y B P<0.05 con respecto al grupo de restriccion del mismo horario. Cada punto corresponde
al promedio de tres lecturas de cuatro ratas +/- E.E.
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En la figura 16 se presenta la tasa de transcripcion de Cypla2 en la fase luminosa y
oscura del grupo control y del grupo con restriccién de alimento; asi como la
transcripcion total de cada grupo. En el grupo control se observa una mayor tendencia
a la transcripciéon de CyplaZ2 en la fase oscura, de forma congruente con el cambio
presentado por Cyplal. En el grupo de restriccion de alimento se observa mayor
transcripcion durante el periodo luminoso, y al compararlo con el grupo control
muestran una inversion de fase (Figura 8B y 8D); mientras que el promedio de los
datos del grupo de restriccion, se observa un aumento en la transcripcién en el grupo

control.

Si bien, la region promotora del Cypla2 también presenta DRE (Kawajiri K. y Fujii-
Kuriyama, 2007), ya estd documentado que estos son en menor abundancia con
respecto al Cyplal; ademas, es capaz de ser modulado por otras vias de sefializacion,
lo que sugiere que el patron diferencial entre Cyplal y Cypla2 sea debido a las

condiciones particulares de sus regiones promotoras.
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Figura 16. Cada barra corresponde al promedio +/- E.E. de cada uno de los registro en fase luminosa
(barra blanca)y fase oscura (barra negra) de cada grupo; y el promedio global de los valores obtenidos
en el grupo control (barra gris) y en el grupo de restriccién (barra azul). y P<0.05 con respecto al
control de la misma fase y 6 P<0.05 con respecto al control de la misma fase.
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Inmunodeteccion de AHR, Cyplaly Cypla2

La presencia de AHR fue evaluada a partir de 50 ug de proteinas presentes en el
homogenado de higado de rata de cada uno de los grupos. En la figura 17 A, se
presenta una inmunodeteccion representativa de AHR y B-actina de cada uno de los
grupos; en la figura 17 B se presenta el patron temporal de la relacion de AHR con
respecto a B-actina; mientras que en la figura 17 C se presenta la tasa de expresion
de AHR en cada fase del grupo control y del grupo con restriccion de alimento; asi

como la transcripcion total de cada grupo.

El grupo control no presento variacion temporal y de igual forma el grupo con
restriccion de alimento, asi como no hubo diferencias entre los grupos en los
diferentes horarios; lo cual contrasta con lo observado con lo determinado a nivel de
MRNA en este trabajo. De forma interesante del grupo de ayuno solo presento
cambio con respecto al grupo control, mientras que el grupo de realimentacion no

presenta cambio con respecto al grupo control o de restriccion de alimento.

Al contrastar los valores de cada fase, se observd una mayor abundancia de AHR en
la fase luminosa del grupo control, cuyo patrdn se repitié en el grupo con restriccion
de alimento; promoviendo que no haya diferencia entre la expresion total de los

grupos.

Al integrar la informacion obtenida en el RT-PCR con determinada en la
inmunodeteccion, se observa que el ritmo presentado a nivel de mRNA se pierde a
nivel de proteina; esto puede ser derivado por los multiples procesos involucrados en
la traduccidn, asi como de las modificaciones postraduccionales que requiera el AHR

para adquirir funcionalidad.
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Figura 17 en A, inmunodeteccidon representativa de AHR y B-actina en
homogenado de higado de rata del grupo control, restriccion de alimento,
ayuno v realimentacion de cada uno de los puntos de muestreo. en B,
variacion temporal (@) y efecto de la restriccion de alimento (e), periodo
de ayuno (e) y realimentacion (e) sobre la expresion de AHR en de higado
de rata. Los datos se expresan en veces de incrementos relativos con
respecto a B-actina. Las cajas negras indican el intervalo de tiempo que la
luz permancia apagada, mientras que la caja con rayas en diagonal al
periodo de acceso al alimento en el grupo con restriccién.Cada punto
corresponde al promedio de tres lecturas de cuatro ratas +/- E.E. B P<0.05
con respecto al grupo de restriccion del mismo horario. En C, cada barra
corresponde al promedio +/- E.E. de cada uno de los registro en fase
luminosa (barra blanca) y fase oscura (barra negra) de cada grupo; y el
promedio global de los valores obtenidos en el grupo control (barra gris)
y en el grupo de restricciéon (barra azul).
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La presencia de Cyplal fue evaluada a partir de 100 pg de proteinas presentes en el
en la fraccién microsomal de higado de rata de cada uno de los grupos. En la figura
18 A, se presenta una inmunodeteccién representativa de Cyplal y B-actina de cada
uno de los grupos; en la figura 18 B se presenta el patron temporal de la relacién de
Cyplal con respecto a B-actina; mientras que en la figura 18 C se presenta la tasa de
expresion de Cyplal en cada fase del grupo control y del grupo con restriccion de

alimento; asi como la transcripcién total de cada grupo.

La presencia de Cyplal en el grupo control mostrd variacion temporal en 24 h, con
una mayor presencia en la fase oscura en los horarios de 2y 5 h, el cual puede derivar
de los puntos altos de transcripcion (20y 23 h) observados en este trabajo. En el grupo
bajo restriccion de alimento aumentd la presencia de Cyplal con respecto al grupo
controlalas 8,11y 23 h coincidiendo con los puntos de alta transcripcion observados
en este trabajo; mientras que el grupo de ayuno solo presentd cambio con respecto

al grupo de restriccion de alimento.

En el grupo control no se observd cambio entre sus fases, sin embargo, en el grupo
de restriccion de alimento se observé mayor expresiéon durante el periodo luminoso,
sugiriendo que la expresién de Cyplal presentd un cambio de fase. Al comparar los
datos determinados por el grupo control y el de restriccion de alimento, se observa

un aumento en la transcripcion en el grupo con restriccion de alimento.

Tanto los datos del mRNA de Cyplaly los de proteina en el grupo con restriccion de
alimento reflejan un cambio de fase, lo que sugiere que cantidad de transcrito es

suficiente para ser traducido y ser detectado en la inmunodeteccion.
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Figura 18 en A, inmunodeteccion representativa de Cyplaly B-actina en
homogenado de higado de rata del grupo control, restriccion de
alimento, ayuno y realimentacion de cada uno de los puntos de
muestreo. En B, variacién temporal (e) y efecto de la restriccion de
alimento (e), periodo de ayuno (e) y realimentacion (®) sobre Ia
expresion de Cyplal en de higado de rata. Los datos se expresan en
veces de incrementos relativos con respecto a B-actina. Las cajas negras
indican el intervalo de tiempo que la luz permancia apagada, mientras
que la caja con rayas en diagonal al periodo de acceso al alimento en el
grupo con restriccién. Cada punto corresponde al promedio de tres
lecturas de cuatro ratas +/- E.E. a P<0.05 con respecto al control del
mismo horarioy 3 P<0.05 con respecto al grupo de restriccién del mismo
horario. En C, cada barra corresponde al promedio +/- E.E. de cada uno
de los registro en fase luminosa (barra blanca) y fase oscura (barra negra)
de cada grupo; y el promedio global de los valores obtenidos en el grupo
control (barra gris) y en el grupo de restriccion (barra azul). y P<0.05 con
respecto al control de la misma fase y 6 P<0.05 con respecto al control
de la misma fase.

0.5+

0.4 4 i

e
[
1

Cyp1a1/p-actina
=
3%
1

o
=
1

0.0-

Promedio

Control Restriccion

26



La presencia de Cypla2 fue evaluada a partir de 100 pg de proteinas presentes en el
en la fraccién microsomal de higado de rata de cada uno de los grupos. En la figura
19 A, se presenta una inmunodeteccién representativa de Cyplal y B-actina de cada
uno de los grupos; en la figura 19 B se presenta el patron temporal de la relacién de
Cypla2 con respecto a B-actina; mientras que en la figura 19 C se presenta la tasa de
expresion de Cyplal en cada fase del grupo control y del grupo con restriccion de

alimento; asi como la transcripcién total de cada grupo.

La inmunodeteccion de Cypla2 en el grupo control reflejo una particular abundancia
de la proteina en la fase oscura junto con la tendencia determinada en el mRNA de
este trabajo. Mientras que en el grupo con restriccion de alimento se observé una
mayor abundancia de Cypla2 alas 11, 14 y 17 h (siendo el calor de las 14 h el mas
alto), esto con respecto al grupo control. Por otro lado, tanto el grupo de ayuno y
realimentacion mostré cambio con respecto al grupo de restriccion de alimento, mas

no, con respecto al grupo control.

Al considerar los datos en cada fase de los grupos, el grupo control presentdé una
mayor abundancia en la fase oscura, mientras que el grupo con restriccion de
alimento presentd mayor abundancia en la fase luminosa; sin embargo, la fase oscura
no presentd cambio con respecto a la del grupo control. De forma interesante los

promedios de los tratamientos no presentaron cambios.

Tanto los datos obtenidos en el RT-PCR y los de proteina muestra la misma tendencia
de cambio de fase; caso que se observa en los resultados de Cyplal en este trabajo;
lo que permite inferir que la activacion de la via de sefializacidon esta siendo activada
y se presentan las condiciones para que esta promueva un cambio a nivel de proteina

en la familia Cyp1la.
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Metabolismo de EROD y MROD por la fraccion microsomal de higado de rata

Con el objetivo evaluar la actividad de Cyplal en el higado de rata, se evalud el
metabolismo de EROD por la fraccion microsomal del higado. En la figura 20 se
presenta el patron temporal del metabolismo de resorufina a EROD por medio de
Cyplal. En el grupo control, se observd un patréon bifasico, presentando una
elevacion a las 8 h (encendido de luz) y otra a las 20 h (apagado de luz). El grupo de
restriccién mostrdé un patrén similar al grupo control, con la excepcién de las 11y 23
h, donde se presenta un aumento en el metabolismo de EROD, mientras que a las 5
h se observa una disminucion con respecto al grupo control. Por otro lado, el grupo
de ayuno y realimentacién presentd el mismo comportamiento que el grupo control;

sin embargo, este solo difirid del grupo con restriccion de alimento.
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Figura 20. Variacion temporal (@) y efecto de la restriccién de alimento (e), periodo de ayuno (e)y
realimentacién (e) sobre el metabolismo de EROD en de higado de rata. Las cajas negras indican el
intervalo de tiempo que la luz permancia apagada, mientras que la caja con rayas en diagonal al
periodo de acceso al alimento en el grupo con restriccion. Los datos se expresan en pmol de
resorufina por mg de proteina por min. Cada punto corresponde al promedio de tres lecturas de
cuatro ratas +/- E.E. a P<0.05 con respecto al control del mismo horario y B P<0.05 con respecto al
grupo de restriccion del mismo horario.
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En la figura 21 se presenta la tasa de metabolismo de resorufina a EROD por Cyplal
en la fase luminosay oscura del grupo control y del grupo con restriccion de alimento;
asi como el metabolismo total de cada grupo. Al comparar los datos obtenidos en
cada fase de los grupos se refleja particularmente un aumento en la actividad de la
fase luminosa del grupo con restriccion de alimento con respecto a la fase luminosa
del grupo control. Mientras que los promedios muestran un aumento de la actividad

en el grupo de restriccion de alimento.

Si bien los valores obtenidos del metabolismo de resorufina a EROD no coinciden con
el patron temporal de Cyplal observado en este trabajo, es posible que la dindmica
de los demas componentes involucrados en la funcionalidad de Cyplal esté

presentando cambios que no fueron medidos en este trabajo.

40 -
L 5

<

£ 30-
b4
'TtU
=
Q
(o]

5 204
[h]}
©
[@)]
e
>

w 10 -
o
©
e
o

0 .

Control Restriccion Promedio

Figura 21. Cada barra corresponde al promedio +/- E.E. de cada uno de los registro en fase luminosa
(barrablanca)y fase oscura (barra negra) de cada grupo; y el promedio global de los valores obtenidos
en el grupo control (barra gris) y en el grupo de restriccion (barra azul). y P<0.05 con respecto al
control de la misma fase y 6 P<0.05 con respecto al control de la misma fase.
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Enlafigura 22 se presenta el patrén temporal del metabolismo de resorufina a MROD
por medio de Cypla2. En el grupo control se determind una variacion temporal con
una tendencia de mayor actividad durante el final de la fase oscura. De forma
interesante, el metabolismo de MROD en el grupo con restriccion de alimento mostrd
un patron bifdsico con los picos mas altos alas 8 y 20 h, de los cuales solo las muestras
de las 20 h son diferentes con respecto al control. Adicionalmente, en los horarios de
las 11, 17 y 2 h se observd mayor actividad con respecto al grupo control. Por otro
lado, el grupo de ayuno y realimentacién presenté la misma tendencia que el grupo
control, sin embargo, solo el grupo de ayuno mostro diferencia con respecto al grupo

de restriccion.
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Figura 22. Variacion temporal (e) y efecto de la restriccion de alimento (e®), periodo de ayuno (e) y
realimentacion (e) sobre el metabolismo de MROD en de higado de rata. Las cajas negras indican el
intervalo de tiempo que la luz permancia apagada, mientras que la caja con rayas en diagonal al
periodo de acceso al alimento en el grupo con restriccién. Los datos se expresan en pmol de
resorufina por mg de proteina por min. Cada punto corresponde al promedio de tres lecturas de
cuatro ratas +/- E.E. a P<0.05 con respecto al control del mismo horario y B P<0.05 con respecto al
grupo de restriccion del mismo horario.
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En la figura 23 se presenta la tasa de metabolismo de resorufina a MROD por Cypla2
en la fase luminosay oscura del grupo control y del grupo con restriccion de alimento;
asi como el metabolismo total de cada grupo. Al considerar los valores de las fases de
cada grupo se observd un aumento en la actividad del grupo de restriccion en la fase
luminosa del grupo de restriccion con respecto a la fase luminosa del grupo control.
Mientras que los promedios de los grupos reflejan que el grupo de restriccion de

alimento una mayor actividad con respeto al grupo control.

Los patrones del metabolismo de MROD por la fraccion microsomal no hacen
correlacion con los observados en la inmunodeteccién, es posible que los cambios
determinados en la proteina no sean suficientes para reflejar un cambio en el
metabolismo; asi como alguno de los componentes involucrados en el metabolismo

de MROD.
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Figura 23. Cada barra corresponde al promedio +/- E.E. de cada uno de los registro en fase luminosa
(barrablanca)y fase oscura (barra negra) de cada grupo; y el promedio global de los valores obtenidos
en el grupo control (barra gris) y en el grupo de restriccion (barra azul). y P<0.05 con respecto al
control de la misma fase y 6 P<0.05 con respecto al control de la misma fase.
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VII Discusion
Durante un protocolo de restriccion de alimento, las ratas pasan de una condicién Ad

libitum a una nueva condicion, en la cual los animales deben cambiar su conducta
habitual de alimentacion en la etapa nocturna, promoviendo el ajuste de los
parametros fisiolégicos a la nueva condicion de acceso al alimento. Lo anterior
promueve ciclos de ayuno-realimentacion; donde en la primera etapa se da durante
el acceso al alimento el cual promueve las adaptaciones fisioldgicas para movilizar |a
energia almacenada vy activar la busqueda de comida en la segunda se agrupan los
procesos fisioldgicos que se encargan de reponer los depdsitos de energia vy

conductas asociadas al desarrollo y reproduccién (Froy, 2013).

En esta reorganizacion los genes reloj se desacoplan al ritmo determinado por el SCN;
para ajustarse a los tiempos de acceso al alimento (Aguilar-Roblero y Diaz-Mufioz,
2010), por lo que se ha propuesto la existencia de un oscilador sincronizado por
alimento, el cual es una propiedad que surge cuando se presentan ciclos diarios de

ayuno-realimentacion; sin embargo, su localizacién anatémica es poco clara.

Otra condicion implicita nuestro protocolo de restricciéon de alimento es una
disminucién en la ingesta de calorias totales (Arellanes-Licea E. et al., 2014); esto
puede ser debido a los tiempos de exposicion al alimento; sin embrago se ha
observado en nuestro grupo de trabajo que los animales con acceso a 2 h de alimento
solo emplean la primera hora para alimentarse, mientras que en la segunda hora el

consumo de alimento es escaso.

En este trabajo utilizamos en primera instancia la expresion de mRNA de AHR y Arnt
ademas de la proteina de AHR para determinar si la restricciéon de alimento
modificaba el patron temporal de la via de sefializacion. También se considerd como
resultado de la activacién de la via de AHR la expresién de Cypla, que se evalud a

través del mRNA, proteina y actividad.
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Como ya esta documentado, el AHR presenta variacion temporal a nivel de mRNA
(Huang et al., 2002) y de proteina (Richardson et al., 1998); y ya que la expresiéon de
multiples genes que presentan variacion temporal, su patron se modifica por un
protocolo de restriccion de alimento; en este trabajo decidimos evaluar el efecto de
la restriccién de alimento sobre la variacion temporal de 24 h del mRNA de AHR y

Arnt, asi como la inmunodeteccion de AHR.

La gran mayoria de los genes modulados por reloj presentan en su region promotora
una o mas E-box (Westermark y Herzel et al.,, 2013). El gen AHR presenta en su
promotor una E-box (Garrison y Deninson, 2000) y posiblemente de esta derive su
patréon temporal en el grupo control (Tanimura et al.,, 2011); sin embargo, el patron
determinado en nuestro trabajo difiere con lo observado por Huang et al.,2002; esto
puede ser derivado por los diferentes tiempos de muestreo, asi como las diferencias
entre cepas de ratas. Actualmente, esta poco descrita la via de induccion del AHR, sin
embargo, se han reportado elementos de respuesta a glucocorticoides (GRE), a cAMP
(CRE), a antioxidantes (ARE) y dioxinas (DRE) (Garrison y Deninson, 2000; Shin et al.,
2007) en su region promotora; lo que sugiere que la via de expresion del gen AHR

depende de mas de un factor para promover su transcripcion.

Al realizar la inmunodeteccion de AHR, el grupo control no presentd ritmo, lo cual
contrasta con lo observado por Richardson et al.,,1998; esto puede derivar de la
diferencia entre el sexo del modelo bioldgico empleado en cada trabajo, ya que se ha
observado que multiples genes presentan variacion por los cambios a través de las

fluctuaciones hormonales de las hembras.
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Durante el ciclo de ayuno y realimentacion se provocan cambios en el estado redox
de NAD(H) y NADP(H), con ello se altera la afinidad de CLOCK/BMAL1 por el DNA,
generando cambios en la expresién de los genes modulados por reloj (Ramsey K. et
al., 2009; Nakahata Y. et al., 2009), caso que no se refleja en el patron temporal del
AHR en el grupo con restriccion de alimento. Por otro lado, una de las caracteristicas
de la restriccion del alimento es la presencia de un pico de glucocorticoides
circulantes durante la actividad anticipatoria al alimento (Diaz-Mufioz et al., 2000),
proceso que puede activar al receptor de glucocorticoides y por ende a los genes que
depende de este; sin embargo, la presencia de un GRE en el promotor de AHR parece
no ser suficiente para ejercer influencia sobre su transcripcion. Lo anterior sugiere
que la variacién temporal de AHR no es modulada por la restriccion de alimento y

posiblemente esta sigue acoplada a los patrones de luz/oscuridad.

A nivel de proteina, AHR no presenté cambio con respecto al grupo control, lo cual se
mantiene congruente con los resultados observados a nivel de mRNA, reforzando la
idea de que la expresion de AHR no se ve modificada por un protocolo de restriccién

de alimento.

Al evaluar la presencia del mRNA de Arnt se observd que este presenta ritmo y una
marcada transcripcién en la fase de oscuridad, lo cual contrasta con la alta
transcripcion de Arnt en la fase luminosa observada por Huang et al., 2002; y esto de
igual forma puede derivar de las diferencias entre los tiempos de muestreo, asi como
las diferencias entre la cepa Wistar (empleada en este trabajo) y la cepa Sprague-

Dawley (Floreani et al., 2012).
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Poco se ha descrito sobre los factores que modula la expresion de Arnt, sin embargo,
el cambio en la transcripcion de Arnt por la restriccién de alimento sugiere que su
expresion puede ser modulada por algun factor involucrado durante el proceso de
alimentacion. Por otro lado, el Arnt puede formar heterodimero con el factor de
hipoxia (HIF) para promover la eritropoyesis (Mclntosh et al., 2010), y ya que durante
el periodo previo a la exposicion al alimento aumenta el flujo sanguineo este puede

estar mas involucrado en este proceso.

Para determinar si los genes dependientes de AHR eran activados durante el
protocolo de restriccion de alimento, se decidid evaluar la expresion de la familia
Cypla, ya que son genes que tras la activacion de la via de AHR aumentan sus niveles
de expresion, por la presencia de DRE en sus promotores (Fujii-Kuriyama Y., Mimura

J., 2005); y para ello, se optd por la evaluacion del mRNA y de proteina.

El patron temporal de Cyplal, mostré un perfil similar a lo previamente reportado en
higado (Huang et al., 2002) y en pulmon (Tanimura et al., 2011); donde se observa
una mayor transcripcién durante la fase de oscura. A nivel de proteina, Cyplal
mostro una variacion temporal de 24 h, con una mayor presencia durante la fase
oscura en los horarios de 2 y 5 h, lo cual es consistente con los puntos mas altos de

transcripcion de Cyplal observados a las 23y 2 h en este trabajo.

Durante el protocolo de restriccion de alimento, los puntos mas altos de transcripcion
de Cyplal se observaron durante la fase luminosa (periodo en el cual el grupo tenia
acceso al alimento); lo cual muestra claramente un cambio de fase en la expresion de
Cyplal. Mientras que la inmunodeteccion mostré variacién temporal, sin embargo,
no reflejo un cambio en particular con un punto de muestreo del grupo control;
sugiriendo que los cambios observados en el MRNA de Cyplalalas 11,14y 17 h sean

insuficientes para reflejarse en la inmunodeteccion.
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Los cambios observados en la transcripcion de Cyplal pueden ser derivados de la
activacion del AHR a través de un ligando enddgeno; que sea sintetizado durante la
preparacion del organismo para el acceso al alimento, y en cuanto concluye la
alimentacién, este disminuye, asi mismo decae la activacion de AHR y como
consecuencia la expresion de Cyplal para posteriormente mostrar la misma

tendencia que se observo en el grupo control.

Los candidatos para ser el ligando que promueva la transcripcion de Cyplal, son los
metabolitos del triptdfano, ya que se ha observado que pueden ser activadores de
AHR (Pagliuso et al., 1998), modular la expresién de Cyplal en cultivo celular (Wie et
al., 2000), en ratén y en pez cebra. Ademas, se ha observado que estos pueden ser
sintetizados por bacterias presentes en el tracto gastrointestinal (Zelante et al., 2013),
y por fotooxidacion (Diani-Moore et al., 2006). Particularmente, la triptamina ha
mostrado ser un ligando del AHR cuya activacién depende de la monoamino oxidasa
(MAQ) (Vikstrom Bergander et al., 2012), y particularmente la MAO presenta una
mayor abundancia 4 horas antes del acceso al alimento durante un protocolo de
restricciéon de alimento (Valdez-Fuentes et al., 2015), lo cual podria originar una
abundancia de triptamina en los horarios subsecuentes, promoviendo la abundancia
de esta en el higado, y por ende, la activacién de AHR con la subsecuente transcripciéon

de Cyplal.

Por otro lado, Cypla2 mostro variacion temporal, con una mayor transcripcion en la
fase oscura (23 h), manteniendo la tendencia observada en Cyplal. A nivel de
proteina, Cypla2 mostrd variacion temporal con una particular abundancia durante

la fase oscura, reflejando la misma tendencia observada en el mRNA de este trabajo.

37



Particularmente se observé una mayor magnitud del transcrito y proteina de Cypla2
durante todo el ciclo de 24 h con respecto a Cyplal; lo cual puede ser reflejo de su
expresion constitutiva en higado (Corchero et al.,, 2001), esto debido a que el
promotor de Cypla2 presenta elementos de respuesta para el factor nuclear hepatico
tipo 1, 3y 4 (Corchero et al., 2001); lo que puede generar un patron de expresion

diferente a Cyplal.

En el grupo con restriccién de alimento la transcripciéon de Cypla2 presentd variacion
temporal con un punto maximo de transcripcion a las 8 h, mientras que a nivel de
proteina se observaron cambios en los horarios de 11, 14y 17 h con respecto al grupo
control. El origen de estas elevaciones puede corresponder al punto maximo de RNA
Cypla2 alas 8 hy a los subsecuentes procesos de traduccidén que requiere para su

incorporacion al reticulo endoplasmatico.

Para evaluar si la funcionalidad de la subfamilia Cypla se ve modificada por el
protocolo de restriccion de alimento, se empled EROD como sustrato indicativo para

la actividad de Cyplal; mientras que MROD como sustrato indicativo para Cypla2.

De forma interesante, el patréon temporal de la O-desalquilacién de EROD asi como el
de MROD no es consistente con el patron observado en la presencia de Cyplaly
Cypla2 respectivamente, esto puede ser debido a que EROD, es una prueba selectiva
para Cyplal cuando las muestras derivan de animales tratados con un ligando de AHR
(Burke et al., 1994); sin embargo, no descartamos que este pico de actividad pueda
derivar de un aumento en la cantidad de Cyplal que no fue suficiente para ser
observada en la inmunodeteccion; mientras que la O-desalquilacion de MROD es una
prueba indicativa cuando los microsomas derivan de ratas que no se hayan tratado

con algun ligando de AHR (Burke et al., 1994).
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Si bien la catalisis de EROD y MROD depende de Cyplaly Cypla2, respectivamente,
ambos requieren del aporte de 2 electrones derivados de NADPH o NADH; estos
electrones son transportados al Cyplal y Cypla2 a través de la enzima citocromo
P450 reductasa (CPR) (Munro et al., 2006); por lo que CPR cumple una funcion

importante en las propiedades cataliticas de Cyp1la.

Como ya estd documentado, la relacion de CYP450:CPR es 1:20 (Peterson et al., 1970)
y se ha observado que ratones que no expresan a CPR en higado la actividad de EROD
no es detectable (Arlt et al., 2008); y en microsomas reconstituidos con diferentes
concentraciones de CPR muestran cambios en la produccion de los metabolitos de
Benzo [a] Pireno (Stiborova et al., 2014); esto sugiere que la variacion en cantidad de
CPR puede afectar la actividad de Cyplal. En el estudio realizado por Hirao et al.,
2006 se determino que los niveles de mRNA de CPR presentan un cambio de fase en
ratas con acceso al alimento en la fase luminosa; por lo que no descartamos que la
abundancia de esta no sea constante durante el periodo de 24 h. Otro componente
gue influye en la actividad microsomal de Cyplal, es el citocromo bs, del cual su
abundancia relativa en microsomas reconstituidos con diferentes concentraciones
del citocromo bs, promueve una mayor produccion de metabolitos de Benzo [a]
Pireno (Stiborova et al., 2014). Por lo anterior sugerimos que los cambios temporales
en el metabolismo de EROD y MROD, dependen particularmente de la relacion CYP1A:
CPR: cit bs.

Si bien, nuestro protocolo de restriccién de alimento implica una ingesta menor de
calorias con respecto a grupo control y esta repercute en la talla del animal (Arellanes-
Licea E. et al., 2014), trabajos sobre la via de AHR han demostrado que dietas
hipocaldricas no afecta la transcripcion de AHR; (Zidong Donna Fu, y Klaassenba C.
2014), mientras que dietas hipoproteicas no afectan el metabolismo de EROD (Garcia

G. Aguirre-Espinosa, 2014); como lo demostrado en este trabajo.
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Particularmente los datos obtenidos en el grupo de ayuno y realimentacion, en cada
parametro evaluado en este trabajo, no presentaron cambio con respecto al grupo
control, lo que indica que los cambios de fase observados en Cypla son promovidos

por la constante exposicidn a los periodos de ayuno-realimentacion.

Nuestros resultados muestras que la abundancia del AHR a nivel de transcripcional no
se refleja a nivel de proteina los cuales no son modificados por la restriccion de
alimento, sin embargo, los genes blanco de AHR (Cypla) presentaron cambios de fase
en sus patrones temporales, sugiriendo que la via de sefializacion de AHR, esta siendo
activada posiblemente por algin endobidtico, presentando la idea de una funcién

enddgena dentro de la alimentacion, adicional a la respuesta a xenobidticos.

VIII Conclusiones
e El protocolo de restriccion de alimento modifica el patron temporal de mRNA

de AHR.

e En ratas macho de la cepa Wistar el AHR no presenta variacién a lo largo del
dia.

e Lavariacion temporal de Arnt presenta un cambio de fase durante el protocolo
de restriccion de alimento.

e Elprotocolo de restriccion de alimento promueve el cambio de fase del mRNA
y proteina de Cyplal.

e El protocolo de restriccién de alimento promueve el cambio de fase en el
patréon temporal de Cypla2 a nivel de mRNA y proteina.

e Los patrones temporales del metabolismo de EROD y MROD, no coinciden con

los patrones de proteina de Cyplaly Cypla2, respectivamente.
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IX Perspectivas
e Determinar el ligando que favorece la expresion de Cyplal durante la

restriccion de alimento, a través de la deteccion de diferentes metabolitos del
triptofano por medio de HPLC.

e Determinar si la induccion de Cypla es producto de la activacion de AHR, a
través de un ensayo de cambio de movilidad electroforética.

e Determinar si el perfil temporal de Cypla durante la restriccidon de alimento,
se mantiene cuando los animales son mantenidos en periodos de oscuridad
constante.

e Determinar si el cambio de fase de Cypla se presenta en animales con

mutacion en genes reloj.
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